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POVZETEK 
Tuberkuloza je bakterijska kronična nalezljiva bolezen, ki še vedno predstavlja velik svetovni 
zdravstveni problem, saj letno povzroča več kot milijon smrti. Čeprav imamo že več let 
standardno terapijo s peroralnimi kemoterapevtiki, ki je pri večini okuženih učinkovita, se 
težave pojavijo pri bolnikih z rezistentnimi oblikami bolezni, ki lahko ostanejo povsem brez 
možnosti zdravljenja. Zato farmacevtska podjetja razvijajo nove kemoterapevtike, ena izmed 
njihovih tarč je encim InhA. Ta sodeluje pri sintezi gradnikov celične stene (mikolnih kislin) 
bakterije Mycobacterium tuberculosis, ki povzroča tuberkulozo. Z direktnimi zaviralci 
delovanja encima zaviramo njihovo sintezo in tako delujemo specifično baktericidno za hitro 
rastoče mikobakterije oz. bakteriostatično za počasi rastoče.  
V naši magistrski nalogi smo sintetizirali različne zaviralce encima InhA. Izhajali smo iz 
strukture spojine 1, ki je znan in opisan zaviralec encima. Spojina vodnica je bila spojina 2, ki 
ima IC50 vrednosti približno 40 krat šibkejše kot spojina 1. Pri delu smo želeli doseči 
stabilnost spojine vodnice, ki je zaradi nesubstituiranega pirolnega obroča v strukturi 
podvržena oksidaciji. Na pirolni obroč smo zato uvedli različne elektron privlačne skupine in 
uspelo nam je sintetizirati devet zaviralcev encima InhA, ki so stabilni v prisotnosti kisika. Le 
eden izmed njih (spojina 10), ki ima vezano amidno funkcionalno skupino, se po aktivnosti 
lahko primerja s spojino vodnico (IC50 = 0,81 µM). Približno 10 krat šibkejše zaviranje 
encima smo dobili pri spojinah z uvedenimi majhnimi bazičnimi funkcionalnimi skupinami 
(metilni  in ciklopropilni amid). Z uvajanjem večjih ali kislih funkcionalnih skupin se 
zaviranje spojin še bolj zmanjša (približno 40 krat).  
V analiznem delu smo ovrednotili čistočo sintetiziranih spojin z reverznofazno kromatografijo 
(HPLC), določili njihovo maso z masno spektrometrijo in temperaturo tališč pod 
mikroskopom z grelno mizico ter posneli NMR spektre spojin. Za nadaljnje delo predlagamo 
izvedbo kiralne ločbe spojine 10. 
Ključne besede: tuberkuloza, direktni zaviralci InhA, oksidacija pirola, HPLC  
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ABSTRACT 
Tuberculosis is an infectious disease caused by bacteria Mycobacterium tuberculosis and it 
represents a huge health problem as it causes more than million deaths per year. Despite 
effective standard treatment with peroral chemotheraupetics, some patients are left behind 
without possible treatment if they get ill with resistant types of disease. Pharmaceutical 
companies have been developing new chemotheraupetics and one of the possible targets is 
enzyme InhA. It is involved in the synthesis of mycolic acids, which are long fatty acids 
found in the cell walls of Mycobacterium tuberculosis and are essential for cell's survival. By 
inhibition of this enzyme we prevent synthesis of mycolic acids and kill bacterias. 
In this master degree we synthesized nine new compounds, which all inhibit enzyme InhA. 
We have planned their structures based on structure of compound 1, which is a known 
inhibitor of InhA. Structures of our compounds originate from structure of compound 2, 
which exhibits about 40 times weaker IC50 than compound 1. Compound 2 is not stable as it 
has unsubstituted pyrrole in its structure. Our main goal was to achieve stability of compound 
2 by binding electron attractive groups on pyrrole ring and we have managed to synthesize 9 
stable derivates. Only compound 10 with appended amide moiety possess comparable activity 
with compound 2 (IC50 = 0.81 µM). When we added small basic groups (methyl and 
cyclopropyl amide), we got 10 times weaker activities compared to compound 2. By binding 
aromatic and acidic substituents we synthesized 40 times weaker inhibitors compared to 
compounds 2 and 10. 
We used HPLC to determine purity of our compounds and mass spectrometry to measure 
their molar masses. We worked with a microscope with heating table to determine melting 
points and NMR was used to check structures of compounds. For further work we propose 
chiral switch of compound 10. 
Key words: tuberculosis, enzyme inhibitors of InhA, oxidation of pyrrole, HPLC 
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1 UVOD  
1.1 Tuberkuloza 
Tuberkuloza (TB) oziroma v Sloveniji znana tudi kot jetika ali sušica je kronična nalezljiva 
bolezen, ki jo povzroča bakterija Mycobacterium tuberculosis. (1-2) Najpogostejša je pljučna 
oblika bolezni, ki se začne z vdihovanjem okuženega zraka ali z vstopom kužnih aerosolnih 
kapljic na površine alveolov. Kužne aerosole razvijejo bolniki z aktivno obliko tuberkuloze s 
kašljanjem, kihanjem, pri glasnem govorjenju ali petju. Mycobacterium tuberculosis lahko 
prizadene tudi centralni živčni sistem, kosti, ledvice, jajčnike ali bezgavke in pri tem se 
razvije izvenpljučna oblika bolezni. (1-2)   
Napredovanje bolezni ima lahko različne izide, ki so v veliki meri odvisni od bolnikovega 
imunskega odziva. (2) Bolezen pri okuženi osebi napreduje le v primeru, če imunski sistem ne 
prepreči širjenja bakterije v telesu, navadno pri 10 % primerov. (1, 3) Takrat se pri bolniku 
razvije aktivna oblika TB, za pljučno obliko so značilni znaki kašelj, bolečina v prsih in 
hemoptize (kri v izmečku). Izvenpljučna bolezen se kaže kot povišana temperatura, mrzlica, 
nočno znojenje, utrujenost, izguba apetita in hujšanje. (2-3) Bolniki z aktivno obliko TB so 
prenašalci bolezni preko bližnjega kontakta. Približno ena četrtina svetovne populacije ima 
latentno obliko tuberkuloze, kar pomeni, da so okuženi z bakterijo, ampak še niso zboleli in 
niso prenašalci bolezni. (3)  
Zelo pomembno je, da se aktivna oblika bolezni pravočasno odkrije in se s tem zmanjša 
možnost prenosa okužbe na zdrave ljudi. Bolniki s kužno obliko TB morajo vedno nositi 
maske ob stiku z drugimi ljudmi. Prostori se zračijo večkrat na dan, saj tako bacile odnese na 
prosto, kjer jih uniči sončna svetloba. Kužna oseba pri kašlju vedno uporabljajo dva sveža 
papirnata robčka, ki ju po uporabi zavržejo v rumene vrečke za infektivne odpadke in si 
potem obvezno razkužijo roke. (2) 
Dokazovanje bolezni v Sloveniji poteka na tri različne načine: z rentgenskim slikanjem pljuč, 
s testom QuantiFERON TB-Gold in Tube (QF2) ter s preiskavo kužnin. Pri slednji bolnikom 
najpogosteje odvzamejo izmeček, ki ga nanesejo na posebno gojišče in po 6-8 tednih se 
razvije kultura, če je bakterija prisotna. Zaradi dolgotrajnosti kultivacije laboratorijski tehniki 
izmeček opazujejo pod mikroskopom in tako preverijo prisotnost bacilov. Test QuantiFERON 
 
2 
 
TB-Gold in Tube (QF2) izvedejo s posebnim odvzemom krvi in rezultati so znani po 1-2 
tednih. (2) Pri WHO od leta 2010 priporočajo uporabo Xpert MTB/RIF®, s katerim hitro (že 
po 2 urah) zaznamo prisotnost TB in tudi rezistenco na rifampicin. Prav tako so od leta 2016 v 
uporabi trije testi za odkrivanje rezistence na zdravila prve in druge izbire za zdravljenje TB 
ter hiter molekularni test za dokazovanje TB v primerih, če se Xpert MTB/RIF ne more 
uporabiti. (3) 
1.2 Težave povezane s tuberkulozo 
Samostojna okužba z bakterijo M. tuberculosis je velik svetovni zdravstveni problem, saj je 
po podatkih WHO v letu 2017 zaradi nje umrlo 1,3 milijona ljudi in na novo zbolelo približno 
10 milijonov ljudi. (4) Ogrožene skupine so ljudje z oslabljenim imunskim sistemom, bolniki 
s HIVom ali diabetesom, podhranjene osebe in kadilci. (3) Čeprav nivo smrtnosti pada za 3 % 
letno, tuberkuloza ostaja med 10 najpogostejšimi povzročitelji smrti po celem svetu. (4) 
Zaskrbljujoče težave ostajajo sočasna okužba z HIVom, pojav MDR (»multi drug resistant« 
oziroma rezistenca na več zdravil) oblike M. tuberculosis in XDR (»extensively drug-
resistant« oziroma vseobsežna rezistenca na zdravila) M. tuberculosis. (3-5) Bolniki s HIVom 
imajo 20-30 % večje možnosti, da razvijejo aktivno obliko bolezni in sočasna okužba z obema 
ima zelo slabo prognozo, saj je zaradi te sočasne okužbe v letu 2017 umrlo približno 0,3 
milijona ljudi. MDR-TB je oblika tuberkuloze, ki jo povzroča bakterija, pri kateri zdravljenje 
z izoniazidom in rifampicinom ni učinkovito. Zdravljenje pri teh bolnikih poteka z zdravili 
druge linije, ki zahtevajo zelo intenzivno terapijo, trajajočo več kot 2 leti, ki je zelo draga in 
povezana s številnimi neželenimi učinki. WHO ocenjuje, da je bilo v letu 2017 več kot pol 
milijona novih primerov rezistence na rifampicin in da je bilo le 55 % bolnikov z MDR-TB 
uspešno zdravljenih. (3) V nekaterih primerih se lahko razvije XDR TB, ki jo povzroča 
bakterija odporna tako na vsa zdravila prve izbire (izoniazid, rifampicin) kot tudi na najbolj 
učinkovita zdravila druge izbire (fluorokinolone, injektabilne učinkovine kapreomicin, 
kanamicin, amikacin). Taki bolniki lahko ostanejo brez možnosti zdravljenja. (3,5)  
1.3 Zdravljenje tuberkuloze 
Zdravljenje tuberkuloze je dolgotrajno, pri ljudeh z nerezistentno obliko TB traja 6-9 mesecev 
in pri njih se v Sloveniji uporabljajo zdravila I. reda (izoniazid, rifampicin, pirazinamid, 
etambutol). (7) Bolnikom z aktivno obliko TB se predpiše kombinacija dveh peroralnih 
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kemoterapevtikov: izoniazida in rifampicina, ki se jemljeta skozi celotno zdravljenje in sta 
tudi najbolj učinkovita. V prvih dveh mesecih (začetno zdravljenje) dodatno prejemajo še 
pirazinamid in etambutol, redko tudi streptomicin intramuskularno (ob sumu na rezistenco). 
Število peroralnih kemoterapevtikov se po preteku 2 mesecev zdravljenja lahko zmanjša, če 
se je stanje obolele osebe vidno izboljšalo. V tem primeru bolnik prejema kombinacijo 
izoniazida in rifampicina še 4-7 mesecev (nadaljevalno zdravljenje). Zaradi boljšega izida 
zdravljenja se v Sloveniji uporablja polifarmakoterapevtski pristop s prilagojenimi fiksnimi 
kombinacijami zdravilnih učinkovin  (angl. fixed dose combinations - FDC). To so zdravila, 
ki v eni tableti vsebujejo točno določeno kombinacijo več različnih protituberkuloznih 
zdravil. Poznamo trojno kombinacijo izoniazida, rifampicina in pirazinamida za začetno 
zdravljenje in kombinacijo izoniazida in rifampicina za nadaljevalno zdravljenje. Pri latentni 
obliki tuberkuloze običajno zadostuje uporaba enega peroralnega kemoterapevtika (izoniazida 
6 mesecev) ali kombinacija izoniazida in rifampicina za 3 mesece. (6, 7, 8, 9) 
Težave se pojavijo pri pojavu MDR-TB in XDR-TB. Zdravljenje pri MDR-TB poteka glede 
na smernice WHO s parenteralno apliciranimi učinkovinami (streptomicin, amikacin, 
kanamicin, kapreomicin), fluorokinoloni (levofloksacin, moksifloksacin) in peroralnimi 
bakteriostatiki 2. linije (tioamidi, cikloserin, para-amino salicilna kislina). Lahko se doda tudi 
pirazinamid, pri intenzivni terapiji se kombinirajo vsaj 4 učinkovine. (10) V Sloveniji 
uporabljamo zdravila II. reda amikacin, kapreomicin, cikloserin, levofloksacin in linezolid. 
(7) Ker se je že razvila rezistenca na zdravila druge linije izbora, lahko bolniki ostanejo tudi 
brez terapije. Zato je zelo pomembno, da najdemo nove učinkovite kemoterapevtike. 
Potencialna tarča je encim InhA, katerega posredno že zavirajo izoniazid in tioamidi. 
1.4 Sinteza mikolnih kislin in InhA 
Mikolne kisline so specifične dolgoverižne maščobne kisline, ki jih najdemo zgolj pri M. 
tuberculosis in njih sorodnih vrstah, pri sesalskih celicah pa niso prisotne. Njihova vloga je 
ohranjanje neprepustnosti celične membrane in so zelo pomembni gradniki celične stene, zato 
so ključne za preživetje bakterijskih celic. Pri njihovi biosintezi sodelujeta vsaj dve sintazi 
maščobnih kislin (FAS - fatty acid synthase). FAS-I je multiencimski sistem, odgovoren za 
sintezo začetnih verig mikolnih kislin. V enem ciklu sistema FAS-I iz molekule acetil-CoA 
nastane gradnik acil-CoA, ki ima verigo daljšo za 2 ogljikova atoma, polarni del tioestra z 
acetil-CoA pa ostane enak (slika 1). Po več zaporednih ciklih nastanejo gradniki, sestavljeni iz 
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16-18 ali 24-26 ogljikovih atomov. FAS-II je sestavljena iz različnih vodotopnih encimov in 
je odgovorna za podaljševanje prej nastalih verig. V en cikel sistema FAS-II, ki je sestavljen 
iz štirih zaporednih reakcij, najprej vstopita acil-CoA in malonil-ACP, ki se s Claisenovo 
kondenzacijo povežeta v β-ketoacil-ACP, ta pa se nadaljnje reducira do β-hidroksiacil-ACP 
(slika 1). Pri tretji reakciji se odcepi molekula voda in nastane trans-2-enoil-ACP. V zadnji 
reakciji v ciklu z redukcijo nastane acil-ACP, ki ima dva ogljikova atoma daljšo verigo kot 
vstopne molekule. InhA je NADH-odvisna trans-2-enoil-ACP reduktaza, ki katalizira spodaj 
prikazano redukcijo trans-2-enoil-ACP do acil-ACP. Encim kot kofaktorje potrebuje NADH 
in vodikove protone, pri tem poteče oksidacija do NAD
+
. (11-13) 
Tudi cikel sistema FAS-II se večkrat ponovi in pri tem se nepolarni del verige podaljšuje do 
končnega števila ogljikovih atomov (18-32), polarni del molekule pa se ne spremeni. Acil-
ACP se s podaljševanjem verige in z več zaporednimi reakcijami pretvorijo do gradnikov 
merimikolil-AMP. Ti se s Claisenovo kondenzacijo povežejo z enotami karboksiacil-CoA, ki 
izvirajo iz FAS-I cikla. Po redukciji dobimo mikolne kisline, ki se prenesejo do celične stene. 
Med FAS-II encime spada tudi KasA, ki katalizira pretvorbo acil-ACP gradnikov do β-
ketoacil-ACP. Če torej inhibiramo zgoraj našteta encima, ki sodelujeta pri sintezi mikolnih 
kislin, delujemo specifično baktericidno. Pri tem je ključnega pomena selektivna toksičnost, 
saj maščobne kisline v človeškem telesu nastajajo le preko sistema FAS-I, pri mikobakterijah 
pa preko obeh sistemov. Na FAS-II delujejo najbolj znana zdravila za zdravljenje 
tuberkuloze. Z zeleno barvo na sliki 1 je označeno mesto, na katero delujejo zdravila 
izoniazid, etionamid in protionamid. (11-13) 
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Slika 1: Sinteza mikolnih kislin (povzeto po 11) 
1.5 Kemoterapevtiki za zdravljenje tuberkuloze 
1.5.1 Izoniazid 
Izoniazid so prvič sintetizirali leta 1912 in kmalu se je izkazalo, da ima zelo selektivno 
delovanje na mikobakterije. (14) Učinkovina je predzdravilo oz. bioprekurzor, kar pomeni, da 
sama po sebi še ni toksična za mikroorganizme, ampak se mora najprej pretvoriti v drugo 
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obliko, ki ima želeno delovanje. Po vstopu v bakterijsko celico se aktivira z mikobakterijskim 
encimom KatG, ki je večfunkcionalna katalaza-peroksidaza in tudi peroksinitritaza ter NADH 
oksidaza. Ta encim s peroksidacijo pretvori izoniazid v različne radikale, med drugim tudi 
NO·. M. tuberculosis je zaradi fiziološke odsotnosti specifičnega gena, ki kodira encim oxyR 
(odgovoren za obrambo pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi), izredno občutljiva na 
oksidativni stres, zato prej omenjene strukture močno poškodujejo celične lipide, proteine in 
nukleinske kisline, kar vodi do odmrtja celice. Izoniazid prav tako inhibira sintezo mikolnih in 
nukleinskih kislin. Ugotovili so, da se produkti oksidacije kovalentno vežejo z NAD
+
 v 
adukte, ki so močni zaviralci encima InhA, lahko tudi nastanejo adukti z NADP
+
, ki so 
zaviralci drugih encimov. Občutljivost bakterij je odvisna od količine NAD
+
 v celici, pri 
čemer nizke vrednosti NAD
+
 lahko pomenijo rezistenco na izoniazid. (13) Mutacije v genih 
za InhA in KasA lahko vodijo do razvoja rezistence na izoniazid. (12) 
 
Slika 2: Kovalentna vezava radikala izoniazida z NAD
+
 (povzeto po 13) 
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Slika 3: Zaviralno delovanje izoniazida na InhA (povzeto po 13) 
1.5.2 Etionamid in protionamid 
Etionamid in ostali tioamidi so zdravila izbora pri bolnikih z MDR obliko tuberkuloze, ko 
zdravljenje z zdravili prve linije ni učinkovito. Učinkovina se v celicah mikobakterij enako 
kot izoniazid metabolizira do 4-piridil metanola. Aktivirane oblike tvorijo kovalentno vez z 
NAD
+
 in nastali adukti so zaviralci encima InhA. Čeprav izoniazid in etionamid delujeta na 
isto tarčo, aktivacija etionamida poteče s flavinsko monooksigenazo EthA in zato v primeru 
mutacije KatG, etionamid še vedno ostane učinkovit za zdravljenje. Mikobakterije uporabljajo 
encim EthA za pretvorbo toksičnih aromatskih in dolgoverižnih ketonov do neškodljivih 
produktov. (15-16)  
 
Slika 4: Strukture učinkovin (povzeto po 16) 
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1.6 Direktni zaviralci InhA  
V zadnjih letih raziskovalci iščejo nove direktne zaviralce InhA, ki ne potrebujejo aktivacije s 
KatG ali drugimi encimi, saj njihova struktura sama po sebi zavira encim. Te spojine so 
potencialni kandidati za zdravljenje rezistentnih infekcij. Podjetja pri iskanju primernih 
struktur uporabljajo sistem HTS (high throughput screening – rešetanje visokih zmogljivosti), 
kjer in vitro testirajo ogromno različnih molekul, da bi odkrili spojino vodnico z zaviralnim 
delovanjem na ciljni encim in protituberkuloznim delovanjem. Nadaljnje delo temelji na 
sintezi spojin, ki so po strukturi podobne spojini vodnici, da bi našli spojino s čim močnejšo 
jakostjo zaviranja encima (zaželjene IC50 vrednosti so nM območju). Primeri molekul s takim 
delovanjem, ki so jih odkrili v zadnjih letih, so 4-hidroksi-2-piridoni (17), N-benzil-4-
((heteroaril)metil)benzamidi (18), arilamidi (19), tetraciklični tiadiazoli (20) in drugi.  
Pri iskanju direktnih zaviralcev InhA je sodelovalo tudi podjetje GSK, ki je preko sistema 
HTS našlo spojino vodnico na spodnji sliki. Sodelavci UL FFA so na novo sintetizirali to 
molekulo in jo ovrednotili (IC50 = 0,020 µM). Od takrat na naši fakulteti sintetiziramo spojine, 
ki so ji po strukturi podobne, da bi našli boljši zaviralec encima. Nekaj molekul smo 
sintetizirali znotraj te magistrske naloge. (5) 
 
Slika 5: Struktura direktnega zaviralca InhA oziroma spojine 1 (povzeto po 5) 
1.6.1 Kristalna struktura spojine 1 
Za razumevanje zaviralnega delovanja spojine 1, so določili kristalno strukturo spojine 1 v 
kompleksu z InhA in ugotovili, da se ta veže na vezavno mesto substrata v aktivnem mestu 
encima InhA. Na slikah 6 in 7 vidimo, da je pirazol na levi strani molekule nujno potreben za 
vezavo z NAD
+
, saj dušik na mestu 2 aromatskega obroča tvori vodikovo vez z 2'-hidroksilno 
skupino NAD
+
. Za vezavo je izjemno pomembna tudi U-oblika molekule, ki jo vzdržuje 
tetrahidropiranska povezava med obročema B in C. Centralni amid mora biti prisoten med 
obročema B in C, ker tvori eno vodikovo vez  s karboksilnim delom amidne vezi metionina na 
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mestu 98 preko ene molekule vode in dve vodikovi vezi s hidroksilnima skupinama vijačnice 
α6 (slika 7). Tetrahidropiranski obroč je obrnjen v nasprotni smeri vezavnega mesta in kisik v 
njegovem obroču tvori eno vodikovo vez s hidroksilno skupino iz vijačnice α6 (slika 7). 
Preostalo aromatsko področje molekule (obroča C, D na sliki 5) ne tvori specifičnih interakcij 
z encimom, nahaja se pod vijačnico α6 (heliks) in je umeščen v hidrofobni žep vezavnega 
mesta. (5)  
 
Slika 6: Vezava spojine 1 v aktivno mesto encima InhA (povzeto po 5) 
 
Slika 7: Vezava spojine 1 v aktivno mesto encima InhA (povzeto po 5) 
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1.6.2 Spreminjanje strukture spojine 1 
Sodelavci UL FFA so ugotovili, da obroča A, metilenskega mostu, obroča B in amidne vezi 
ne smejo spreminjati, ker se s tem aktivnost spojin poslabša. Ta del je označen na spodnji 
sliki. Interakcije pirazolnega obroča z NAD so ključne za zaviralno delovanje spojin. 
 
Slika 8: Spojina podjetja GSK, iz njene strukture izhajamo 
V nadaljevanju so sintetizirali spojine, kjer so ta del ohranili (obkrožen del na sliki 8) in 
spremenili aromatsko področje, ki je odgovorno za tvorbo nespecifičnih hidrofobnih interakcij 
(rdeča barva). Pristop je bil radikalen, saj so odstranili tetrahidropiranski in tiazolni obroč ter 
na novo uvedli pirazolni obroč. V sklopu magistrske naloge Anje Sinjur je nastala spojina 2, 
ki ima najmočnejšo zaviralno delovanje na InhA (IC50 = 0,8 µM) in izkazalo se je, da je 
zamenjava obročev C, D in tetrahidropiranskega obroča spojine 1 smiselna.  
 
Slika 9: Spojina 2 z IC50 = 0,8 µM 
Spojina 2 je v kemijskem smislu nestabilna, ker je nesubstituiran pirol podvržen oksidaciji in 
se barva spojine po 1 mesecu spremeni iz brezbarvne na rjavo. (21) Zato so strukturo spojine 
2 še poenostavili in sintetizirali spojino 3, vendar IC50 vrednosti niso uspeli izboljšati, a so 
dosegli stabilnost.  
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Slika 10: Spojina 3 z IC50 = 1,2 µM 
1.6.3 Kelatorji kovinskih ionov 
M. tuberculosis za svojo rast in patogenezo potrebuje železove ione. V in vitro študijah so 
ugotovili, da dodatek železovih ionov poveča intra- in ekstra-celično rast mikobakterij, kar 
potrjujejo tudi in vivo študije. Obstaja povezava med presežkom železa v telesu ljudi v Afriki 
in večjo dovzetnostjo za bolezen, kar so pokazale tudi raziskave na miših. Patogeni lahko 
odstranijo železove ione s človeškega transferina in laktoferina, kjer so ti shranjeni, ter jih 
prenesejo na mikobaktine (kelatorji železovih ionov-siderofori) v svojo celično steno. (22) 
Hidroksamske kisline so kelatorji kovinskih ionov, zato so potencialne anti-mikobakterijske 
učinkovine. (23) 
1.7 Kromatografija  
Kromatografija je fizikalno-kemijska tehnika, s pomočjo katere lahko znotraj zmesi 
identificiramo posamezne spojine, komponente najprej ločimo med seboj ali jih očistimo. 
Primerna je tako za kvalitativno kot tudi kvantitativno analizo. Kromatografski sistem 
sestavljajo stacionarna faza, mobilna faza in zmes spojin, ki jih ločujemo. Stacionarna faza je 
lahko v trdnem agregatnem stanju ali plast tekočine, adsorbirana na trdni nosilec. Mobilna 
faza je lahko v tekočem (tekočinska kromatografija) ali plinastem (plinska kromatografija) 
stanju. Princip ločbe temelji na različnih tipih interakcij med stacionarno, mobilno fazo in 
molekulami, ki jih analiziramo. Zaradi različnih lastnosti se nekatere spojine dlje časa 
zadržujejo na stacionarni fazi in počasneje potujejo skozi kromatografski sistem, druge pa 
hitro vstopijo v mobilno fazo in zapustijo sistem hitreje. (24) 
Glede na fizikalno kemijski proces, ki omogoča ločevanje, poznamo:  
-ionsko izmenjevalna kromatografija (stacionarna faza je ionsko izmenjevalna smola z 
nabitimi funkcionalnimi spojinami, na katere se vežejo nasprotno nabite molekule) 
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-adsorpcijska kromatografija (zmes snovi potuje v mobilni fazi in se adsorbira iz raztopine na 
stacionarno fazo) 
-porazdelitvena kromatografija (spojine se porazdeljujejo med stacionarno in mobilno fazo, ki 
sta obe v tekočem agregatnem stanju in se ne mešata med seboj)  
-afinitetna kromatografija (na trden nosilec je vezan afinant, na katerega se reverzibilno 
vežejo spojine, tiste, ki do njega nimajo afinitete, neovirano potujejo skozi kolono) 
-gelska filtracija (stacionarna faza je premrežen gel s točno določeno velikostjo por, molekule 
se ločujejo po velikosti in se spirajo v tekočo mobilno fazo) (25)  
1.7.1 Tankoplastna kromatografija 
Pri tankoplastni kromatografiji je tanka plast adsorbenta vezana na steklene, polietilenske ali 
aluminijaste plošče. Vrsto adsorbenta izberemo glede na naravo snovi v vzorcu, lahko je kisel, 
bazičen ali nevtralen. Med kislimi najpogosteje uporabljamo silikagel, posušen gel 
silicijevega dioksida z veliko specifično površino. Temu je primešan indikator fluorescein, ki 
fluorescira pri valovni dolžini 254 nm, kar nam omogoča, da vidimo spojine, ki pri tej valovni 
dolžini absorbirajo UV-svetlobo, kot temne lise na zeleno-rumeni podlagi. Pod UV-svetlobo 
nevidne lise lahko v nekaterih primerih napravimo vidne z raznimi reagenti, znanimi tudi kot 
orositveni reagenti. Pri magistrski nalogi smo uporabljali ninhidrin, ki se uporablja za 
detekcijo aminov. (25) 
1.7.2 Kolonska kromatografija 
Kolonska kromatografija je preparativna metoda za ločevanje in čiščenje spojin iz zmesi. Pri 
njej uporabljamo trden adsorbent kot stacionarno fazo in z njim napolnimo pokončno 
postavljeno kolono. Mobilno fazo (tekočino) nalijemo na vrh stolpca adsorbenta in ta skozi 
kolono teče zaradi gravitacije ali zunanjega tlaka ter spira nanesen vzorec. Spojine se zaradi 
različnih interakcij s stacionarno in mobilno fazo eluirajo ob različnih časih v mobilno fazo, ki 
v spodnjem delu kaplja iz kolone. (25) 
1.7.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) je tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti. Princip ločbe je enak kot pri kolonski kromatografiji, razlika je v tem, da tu 
mobilna faza potuje skozi kolone pod pritiskom (10-400 barov) z visoko hitrostjo pretoka (F = 
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0,01-10 mL/min), zato je ločitev hitrejša. Ker so tu delci stacionarne faze manjši, je tudi 
ločitev boljša, povečata se občutljivost in resolucija. HPLC napravo na spodnji sliki 
sestavljajo posode s topili (1), razplinjevalec (2), gradientni ventil (3), mešalna posoda za 
dotok mobilne faze (4), visokotlačna črpalka (5), stikalni ventil v »stanju injiciranja« (6), 
stikalni ventil v »stanju polnjenja« (6'), injekcijska zanka za vzorec (7), predkolona (8), 
analizna kolona (9), detektor (10), obdelava podatkov (11) in odpad ali zbiralec frakcij (12). 
Poznamo več vrst detektorjev, ki jih bomo podrobneje opisali v nadaljevanju. (25) 
 
Slika 11: Shematska predstavitev HPLC aparature (povzeto po 22) 
1.8 Detektorji 
Ko izbiramo detektor, se odločimo za takega, ki bo ustrezal namenu našega dela. Dejavniki 
izbora so kemijska struktura analitov, dostopnost, cene, kompatibilnosti z našim HPLC 
sistemom in drugi. V grobem detektorje delimo v dve skupini. V prvi so tisti, ki spojine 
zaznajo na podlagi njihove mase (bulk property detectors), zato se odzovejo na vse analite, ki 
pridejo iz kolone. Tak primer je RI detektor (refractive index detector), ki meri optične 
refrakcijske indekse mobilne faze in vzorcev. Specifični detektorji zaznavajo strukturne 
značilnosti molekul, recimo UV detektor se odzove na spojine, ki absorbirajo UV svetlobo pri 
določeni valovni dolžini. Če želimo spojine identificirati glede na njihovo molekulsko maso, 
izberemo masni spektrometer. Rezultat analize je kromatogram, kjer spremljamo odziv 
detektorja s časom. (26) 
1.8.1 UV/VIS detektor 
UV/VIS je najpogosteje uporabljen detektor, ker je relativno poceni, enostaven za uporabo in 
zelo zanesljiv. Ko analit zapusti kolono, potuje skozi celico, kjer ga obsevamo s svetlobo 
določene valovne dolžine. Spojina nekaj te svetlobe absorbira in naprava meri količino 
prepuščene svetlobe. Detekcija temelji na podlagi absorbance svetlobe, ki je po Beer-
Lambertovem zakonu proporocionalna koncentraciji snovi v vzorcu. Pri tem naletimo na prvo 
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omejitev, saj lahko zaznamo le spojine, ki imajo kromofor, torej strukturni element (na primer 
amidno vez ali aromatski obroč), ki dobro absorbira svetlobo določene valovne dolžine. 
Poznamo 3 vrste: UV detektorje s fiksirano valovno dolžino, s spremenljivimi valovnimi 
dolžinami in photodiode array detektorje. Pri prvem smo omejeni na eno valovno dolžino, pri 
drugem pa jo lahko spreminjamo. (26) 
1.8.2 Photodiode array detektor (PDA) 
PDA spada med detektorje, ki zaznavajo spojine na podlagi absorbance (princip je opisan 
zgoraj). Pri njem svetloba potuje skozi niz fotodiod in prednost je v tem, da hkrati zazna 
spojine pri različnih valovnih dolžinah, mi pa pri tem prihranimo na času in stroških. Prav 
tako lahko sami izberemo valovno dolžino, ki je najbolj optimalna za preiskovan analit. 
Detektor je uporaben za preverjanje homogenosti kromatografskih vrhov. Če odzivi pri 
različnih valovnih dolžinah niso skladni, to nakazuje na prisotnost nečistot v vzorcu. (26) 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Spojina 1 je znan in opisan zaviralec encima InhA in predstavlja spojino, na podlagi katere je 
bila načrtovana serija derivatov 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina in del katere so tudi 
spojine načrtovane v tej magistrski nalogi. Pri omenjeni seriji je ohranjen 4-((3,5-dimetil-1H-
pirazol-1-il)metil)benzilni fragment, ki tvori ključne interakcije z aktivnim mestom, 4-
feniltiazol in tetrahidropiran pa so zamenjali z različnimi derivati 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-
a]pirazina.  
Naša spojina vodnica bo spojina 2, ki je najboljša spojina iz serije 1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinov. Glavni namen bo doseči njeno stabilnost, hkrati pa želimo 
izboljšati IC50 vrednosti ali vsaj doseči primerljive rezultate. Vse končne spojine bodo 
vsebovale osnovni skelet spojine 2, le da bomo na mesto označeno z R (slika 12) uvedli 
elektron privlačno skupino in s tem dosegli stabilnost pirolnega obroča. Preverili bomo, katera 
funkcionalna skupina ima najboljše lastnosti za vezavo v aktivno mesto encima glede na 
njihove IC50 vrednosti in te primerjali z aktivnostjo spojine 2.  
 
Slika 12: Končne spojine z osnovnim skeletom spojine 2 
Najprej bomo sintetizirali ester 4 in z njim izvajali vse nadaljnje sinteze. Da dobimo to 
molekulo, je potrebnih 10 zaporednih sinteznih stopenj, zato bomo morali izboljšati izkoristke 
vseh stopenj in optimizirati celotni proces. Naš cilj je dobiti vsaj 1 g estra 4.  
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V nadaljevanju bomo ester 4 pretvorili do amida 5 in spojine 10. Izvedli bomo hidrolizo estra 
4 do kisline 6, ki bo izhodna spojina za sintezo ostalih spojin. Predvidevamo, da s tvorbo 
kisline povečamo vodotopnost spojine in dobimo bolj ugodni porazdelitveni koeficient. 
Spojini 6 bomo dodali sideroforni element (označen na sliki), ki bo odgovoren za kelacijo 
železovih ionov in predvidevamo, da s tem tudi močnejše protimikrobno delovanje. Tako 
bomo dobili oksamsko kislino 9e. Iz kisline bomo sintetizirali spojini 7 in 8, ki bosta imeli 
dodaten aromatski obroč in preverili, ali imajo večje funkcionalne skupine bolj ugodne 
lastnosti za vezavo v aktivno mesto encima. Na koncu sinteznega dela bomo spojino 6 
pretvorili do amida 11. 
V drugem (analitskem) delu bomo z reverznofazno kromatografijo določili HPLC čistoto 
sintetiziranih spojin, posneli NMR spektre, MS spektre in potrdili strukture sintetiziranim 
spojinam. Vse končne spojine bodo testirali na InhA encimu, določili  IC50 vrednosti in pri 
spojinah z najnižjimi vrednostmi IC50 določili tudi MIK. 
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3 METODE IN MATERIALI 
3.1 Metode 
3.1.1 Kromatografske metode 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabljali za sprotno analizo poteka kemijskih 
reakcij. Mešanico topil smo prilagodili glede na posamezne produkte reakcij, tako da so se ti 
glede na Rf čim bolj razlikovali od izhodnih spojin. Najpogosteje smo delali z etil acetatom, 
heksanom, diklorometanom in metanolom. TLC ploščice so narejene iz aluminija, na površini 
imajo nanesen silikagel in so velikosti 20 cm × 20 cm. Glede na število nanesenih vzorcev 
smo jih sproti razrezali. Silikagel ima primešan indikator, zato smo spojine detektirali pod UV 
svetilko pri valovnih dolžinah 254 in 366 nm ter pri vidni svetlobi s pomočjo orositvenega 
reagenta ninhidrina.  
Pri kolonski kromatografiji smo delali s steklenimi kolonami različnih dimenzij, v katere smo 
dodali silikagel 60, ki ima velikost delcev 0,040 – 0,063 mm. Za spiranje smo uporabili 
različne mešanice topil, najpogosteje etil acetat in heksan ter diklorometan in metanol v 
različnih razmerjih. Posluževali smo se običajnega nanosa, tako da smo reakcijsko zmes 
raztopili v ustreznem topilu ali mešanici topili ter raztopino nanesli na kolono ali suhega 
nanosa, kjer smo reakcijsko zmes raztopili v topili, dodali silikagel, uparili topilo in suh 
silikagel nanesli na kolono. Po končani kromatografiji smo eluiranim frakcijam z želeno 
spojino uparili topilo oziroma mešanico topil na rotavaporju pod znižanim tlakom.  
Pri delu s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (High-performance liquid 
chromatography – HPLC) smo uporabljali Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 z diode 
array detektorjem s kolono Acquity UPLC HSS C18 SB (1,8 µm, 2,1 × 50 mm). 
3.1.2 Spektroskopske metode 
Jedrsko magnetno resonanco (NMR) smo izvedli na Bruker Avance III 400 MHz NMR 
spektroskopu, ki se nahaja na UL FFA. 
1
H meritve smo izvajali pri 400 MHz, 
13
C pa pri 100 
MHz. Vzorce smo raztopili v CDCl3 ali DMSO z internim standardom TMS. Za obdelavo 
spektrov smo uporabili program MestReNova (Mestrelab Research). 
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3.1.3 Spektrometrične metode 
Točne mase smo izmerili z masno spektrometrijo (MS) na masnem spektrometru Expression 
LCMS proizvajalca Advion. HRMS meritve smo opravili na masnem spektrometru Thermo 
Scientific Q Executive Plus LC-MS/MS sistemu. Oba se nahajata na UL FFA. 
3.1.4 Merjenje tališča 
Vrednosti tališč smo določali na mikroskopu Cambridge Instruments, ki ima grelno mizico 
Reichert Jung z opazovanjem. 
3.1.5 Risanje in poimenovanje spojin 
Za risanje struktur in poimenovanje spojin smo uporabljali program ChemDraw Ultra 12.0 
(PerkinElmer – Cambridgesoft). 
3.1 Materiali 
Reagente in topila, uporabljene pri našem delu, smo kupili pri podjetjih Acros Organics, 
Sigma Aldrich, Merck, TCI, Fluka in ITW Reagents.  
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4 EKSPERIMENTALNO DELO (SINTEZE) 
 
Slika 13: Reakcijska shema celotne sintezne poti 
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4.1 Sinteza terc-butil (2-aminoetil)karbamata 
 
Etilendiamin (22 mL, 334 mmol, 6 equiv) raztopimo v diklorometanu (200 mL) v 1 L bučki 
in reakcijsko zmes ohladimo na ledeni kopeli. Bučko opremimo s kapalnikom in v njega 
dodamo Boc2O (12,2 g, 58 mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno raztopili v približno 200 mL 
diklorometana. Raztopino z Boc2O kapljamo približno 3 ure na ledeni kopeli, nato pa mešamo 
čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji dan  organsko fazo spiramo z 2 M raztopino Na2CO3 
(2 × 40 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (1 × 40 mL). Organski fazi dodamo Na2SO4, 
filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 9,29 g (57,98 mmol) brezbarvne 
viskozne snovi 20 terc-butil (2-aminoetil)karbamata. Produkt uporabimo v naslednji stopnji 
brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 99,9 %; Rf: 0,083 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C7H16N2O2; MCD: 
160,21 g/mol 
4.2 Sinteza terc-butil (2-benzamidoetil)karbamata 
 
Produkt prejšnje stopnje spojino 20 (9,29 g, 58 mmol, 1 equiv) raztopimo v diklorometanu 
(približno 150 mL) in reakcijsko zmes ohladimo na ledeni kopeli. Dodamo TEA (10,45 mL, 
75,4 mmol, 1,3 equiv) in nato po kapljicah benzoil klorid (6,74 mL, 58 mmol, 1 equiv). Potek 
reakcije spremljamo s TLC, dokler ne poteče do konca (približno 1 uro). Organsko fazo 
spiramo z deionizirano vodo (1 × 100 mL), z 1 M HCl (1 × 100 mL), nasičeno raztopino 
NaHCO3 (1 × 100 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo sušimo z 
Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 13,45 g (50,88 mmol) 
bele trdne snovi (kristali) terc-butil (2-benzamidoetil)karbamata. Produkt uporabimo v 
naslednji stopnji brez nadaljnjega čiščenja. 
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Izkoristek: 87,7 %; Rf: 0,51 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C14H20N2O3; MCD: 
264,32 g/mol 
4.3 Sinteza N-(2-aminoetil)benzamida 
 
80 mL MeOH ohladimo na ledeni kopeli in po kapljicah dodajamo acetil klorid (11,42 mL, 
160 mmol), pri čemer nastane 2 M raztopina HCl. Z njo prelijemo produkt prejšnje stopnje 
spojino 21 (13,45 g, 50,88 mmol) in spremljamo potek reakcije s TLC. Topilo odparimo pod 
znižanim tlakom in dodamo dietileter (približno 1/3 bučke – 80 mL) ter ga odparimo pod 
znižanim tlakom. Dodamo dietileter (približno 50 mL) in počakamo, da se produkt posede na 
dno bučke ter nato odlijemo topilo ali oborino filtriramo s presesavanjem. Produkt posušimo 
na vakuumu in izoliramo 8,079 g (49,31 mmol) bele trdne snovi (kristali) N-(2-
aminoetil)benzamida. Produkt uporabimo v naslednji stopnji brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 96,9 %; Rf: 0,02 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C9H12N2O; MCD: 164,20 
g/mol 
4.4 Sinteza N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)benzamida 
 
Natrijev acetat (8,09 g, 98,62 mmol, 2 equiv) raztopimo v deionizirani vodi (140 mL) in tako 
pripravljeno raztopino dodamo produktu prejšnje stopnje spojini 22 (8,079 g, 49,31 mmol, 1 
equiv). Pri sobni temperaturi med mešanjem dodamo ocetno kislino (25,4 mL, 443,79 mmol, 
9 equiv), reakcijsko zmes segrejemo na 75 °C in mešamo 10 minut pri tej temperaturi. Nato 
po kapljicah dodamo DMT (6,39 mL, 49,31 mmol, 1 equiv) in pustimo mešati 1 uro pri 75 
°C. Dodamo Na2CO3 (23,52 g, 221,90 mmol, 4,5 equiv) za nevtralizacijo ocetne kisline (1/2 
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equiv) in toliko destilirane vode, da imamo tekočo zmes, ki jo ekstrahiramo z etil acetatom 
(približno 500 mL). Potem organsko fazo spiramo z deionizirano vodo (3 × 250 mL),  
nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 250 mL) in nasičeno raztopino NaCl (150 mL). Organski 
fazi dodamo Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 9,96 g 
(46,7 mmol) oranžno rjave trdne snovi N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)benzamida. Produkt 
uporabimo v naslednji stopnji brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 94,7 %; Rf: 0,67 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C13H14N2O; MCD: 214,26 
g/mol 
4.5 Sinteza 1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazina  
 
 
K produktu prejšnje stopnje 23 (9,96 g, 46,7 mmol, 1 equiv) previdno dodamo POCl3 (46,53 
mL, 467 mmol, 10 equiv). Reakcijsko mešanico segrevamo pri pogojih refluksa pri 110 °C 
eno uro, nato jo ohladimo in pod znižanim tlakom uparimo POCl3. Zaostanek raztopimo v etil 
acetatu (približno 500 mL) in spiramo z 10 % raztopino Na2CO3 (3 × 250 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (3 × 250 mL), destilirano vodo (2 × 250 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(100 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. 
Izoliramo 8,34 g (42,50 mmol) temno rjave viskozne snovi 1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-
a]pirazina. Produkt uporabimo v naslednji stopnji brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 91,0 %; Rf: 0,72 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C13H12N2;        MCD: 
196,25 g/mol 
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4.6 Sinteza 1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina 
 
K produktu iz predhodne reakcije 1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazinu (8,34 g, 42,50 
mmol, 1 equiv) dodamo 230 mL brezvodnega EtOH. Reakcijsko mešanico ohladimo na 
ledeni kopeli in med mešanjem v več delih na približno 5 minut dodamo NaBH4 (4,82 g, 
127,5 mmol, 3 equiv). Bučko pokrijemo s klorkalcijevo cevko in mešamo ne ledeni kopeli 
približno 3 ure. Potek reakcije spremljamo s TLC, pustimo mešati čez noč, če reakcija še ni 
potekla do konca. Reakcijo prekinemo z dodatkom 7,4 mL koncentrirane klorovodikove 
kisline in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Zaostanek suspendiramo v etil acetatu in 
organsko fazo spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (4 × 60 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 60 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4 in topilo odparimo pod znižanim tlakom. 
V četrtem poskusu izoliramo 6,92 g (34,9 mmol) rumeno oranžne trdne snovi (kristali) 1-
fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina, ki ga uporabimo v naslednji stopnji sinteze brez 
nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 82,1 %; Rf: 0,59 (DKM:M = 9/1); Elementna sestava: C13H14N2;        MCD: 
198,26 g/mol 
4.7 Sinteza 2,2,2-trifluoro-1-(1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazin-2(1H)-
il)etanona 
 
Produkt prejšnje stopnje 25 (9,92 g, 34,9 mmol, 1 equiv) raztopimo v diklorometanu 
(približno 300 mL), ohladimo na ledeni kopeli in ob mešanju dodamo TEA (5,1 mL, 36,6 
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mmol, 1,05 equiv). Po kapljicah previdno dodajamo anhidrid TFA (5,1 mL, 36,6 mmol, 1,05 
equiv). Potek reakcije spremljamo s TLC (običajno poteče takoj) in spiramo z 0,1 M HCl (2 × 
90 mL), demineralizirano vodo (2 × 90 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 90 mL). 
Organsko fazo sušimo z Na2SO4 in diklorometan uparimo pod znižanim tlakom. V četrtem 
poskusu sinteze izoliramo 9,072 g (30,83 mmol) temno rjave viskozne snovi 2,2,2-trifluoro-1-
(1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazin-2(1H)-il)etanona, ki ga uporabimo v naslednji stopnji 
sinteze brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 88,3 %; Rf: 0,58 (EtOAc/Hex = 1/2); Elementna sestava: C15H13F3N2O; MCD: 
294,27 g/mol 
4.8 Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(1-fenil-2-(2,2,2-trifluoroacetil)-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-il)etanona 
 
Produkt prejšnje stopnje 26 (9,072 g, 30,83 mmol, 1 equiv) raztopimo v diklorometanu, tako 
da dobimo 1 M raztopino spojine 26 (30,83 mL) in ob mešanju po kapljicah dodajamo 
trikloroacetil klorid (6,88 mL, 61,66 mmol, 2 equiv). Mešamo 15 ur pri sobni temperaturi, pri 
tem nastane oborina. Dodamo 240 mL diklorometana in 120 mL nasičene raztopine NaHCO3 
in mešamo 1 uro pri sobni temperaturi. Ločimo organsko in vodno fazo v lij ločniku in 
organsko fazo sušimo z Na2SO4. Topilo odparimo pod znižanim tlakom in izoliramo 10,70 g 
(24,33 mmol) rjave trdne snovi (kristali) 2,2,2-trikloro-1-(1-fenil-2-(2,2,2-trifluoroacetil)-
1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-il)etanona, ki ga uporabimo v naslednji stopnji sinteze 
brez nadaljnjega čiščenja. 
Izkoristek: 78,9 %; Rf: 0,67 (EtOAc/Hex = 1/2); Elementna sestava: C17H12Cl3F3N2O2; 
MCD: 439,64 g/mol 
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4.9 Sinteza metil 1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata 
 
Pripravimo raztopino NaOMe (2,27 mL, 12,17 mmol, 0,5 equiv) in ga zlijemo k spojini 27 
(10,70 g, 24,33 mmol, 1 equiv). Segrevamo 1 uro pri 70 °C in nevtraliziramo z brezvodno 
ocetno kislino do pH = 6. Zaostanek raztopimo v etil acetatu in speremo z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (2 × 60 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 60 mL). Organsko fazo sušimo z 
Na2SO4 in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 1/1). Izoliramo 2,20 g (8,60 mmol) svetlo oranžne trdne 
snovi (kristali) metil 1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata.  
Izkoristek: 35,3 %; Rf: 0,27 (EtOAc/Hex = 1/1); Elementna sestava: C15H16N2O2; MCD: 
256,30 g/mol; Ttal: 105-115 ºC 
4.10 Sinteza metil 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil) benzoata 
 
V bučko prepihano z argonom natehtamo 3,5-dimetil-1H-pirazol (4,36 g, 45,42 mmol, 1,3 
equiv) in dodamo brezvodni DMF (80 mL). Reakcijsko mešanico ohladimo na ledeni kopeli 
in med mešanjem dodamo NaH (2,096 g 60 % mešanice s parafinom, 52,4 mmol, 1,5 equiv) 
ter metil 4-(bromometil) benzoat (8 g, 34,9 mmol, 1 equiv). Po pol ure umaknemo ledeno 
kopel in pustimo, da se reakcijska zmes meša še 24 ur pri sobni temperaturi. Po 1 dnevu 
dodamo nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL), ekstrakcijo izvedemo z etil acetatom. 
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Nadaljnje spiramo z vodo (5 × 100 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 100 mL). Organski 
fazi dodamo Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 7,98 g 
(32,68 mmol) bele kristalinične snovi metil 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil) benzoata, ki 
ga uporabimo v naslednji stopnji sinteze brez nadaljnjega čiščenja.  
Izkoristek: 93,6 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/1); Elementna sestava: C14H16N2O2; MCD: 244,29 
g/mol 
4.11 Sinteza 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline 
 
Spojino 29 (7,98 g, 32,68 mmol, 1 equiv) raztopimo v 45 mL etanola in dodamo 2 M 
raztopino NaOH (81,7 mL, 163,4 mmol, 5 equiv). Bučko postavimo na oljno kopel in 
mešamo preko noči pri 50 °C. Naslednji dan reakcijski zmesi dodamo 110 mL vode in 
nakisamo do pH = 3 z 1 M raztopino HCl. Pri tem pride do obarjanja kisline, ki jo 
ekstrahiramo v etil acetat (po potrebi vodno fazo večkrat speremo z etil acetatom). Organsko 
fazo speremo z nasičeno raztopino NaCl (1 × 80 mL), dodamo Na2SO4, filtriramo in topilo 
odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 7,26 g trdne bele snovi (kristali) 4-((3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline, ki je dodatno ne očistimo. 
Izkoristek: 96,6 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/1); Elementna sestava: C13H14N2O2 MCD: 230,26 
g/mol 
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4.12 Sinteza metil 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata 
 
Spojino 30 (2,18 g, 9,46 mmol, 1,1 equiv) raztopimo v diklorometanu (125 mL) in počasi 
dodamo oksalil klorid (2,21 mL, 25,8 mmol, 3 equiv) ter 2 kapljici brezvodnega DMF. 
Refluktiramo 30 minut pri 40 °C. Odparimo topilo in suh zaostanek raztopimo v 
diklorometanu. Dodamo TEA (3,60 mL, 25,8 mmol, 3 equiv) in spojino 28 (2,204 g, 8,6 
mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno raztopili v diklorometanu. Mešamo čez noč in naslednji 
dan dodamo diklorometan. Spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (4 × 60 mL), 0,5 M HCl (2 
× 60 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 60 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4 in topilo 
uparimo pod znižanim tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc/Hex = 1/1). Izoliramo 2,21 g oranžne trdne snovi (kristali) metil 2-(4-((3,5-dimetil-
1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata. 
Izkoristek: 78,9 %; Rf: 0,23 (EtOAc/Hex = 1/1); Elementna sestava: C28H28N4O3; MCD: 
468,55 g/mol; Ttal: 63-65ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C28H28O3N4 (M+H)
+
 m/z = 469,22, 
izmerjena vrednost: 469,22; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,82 (s, 3H, CH3-O, označen z E), 
3,46 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 3,76 – 3,87 (m, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen 
z 1b), 4,12 (dd, J1 = 14,3, J2 = 7,1 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,62 – 4,71 (m, 1H, 
pirol-CHaHb, označen z 1a), 5,24 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,87 (s, 1H, CH 
označen z B), 6,05 (d, J = 3,8 Hz, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 7,03 (d, J = 3,8 Hz, 
1H, del pirola označen s F), 7,05 – 7,18 (m, 2H, Ar-H), 7,24 – 7,42 (m, 7H, Ar-H) 
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4.13 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilne kisline 
 
Spojino 4 (1 g, 2,134 mmol, 1 equiv) raztopimo v metanolu in dodamo 2 M raztopino NaOH 
(5,34 mL, 10,67 mmol, 5 equiv). Mešamo pri sobni temperaturi preko noči. Potek reakcije 
preverimo s TLC in ker reakcija še ni potekla do konca, segrejemo na 50 °C in mešamo še 4 
ure, potek sproti preverjamo s TLC. Odparimo topilo pod znižanim tlakom in zaostanek 
raztopimo v vodi ter nakisamo do pH = 5 z 1 M raztopino HCl. Pri tem izpade oborina, ki jo 
ekstrahiramo v etil acetat. Če je potrebno, vodno fazo večkrat spiramo z etil acetatom. 
Organsko fazo speremo z nasičeno raztopino NaCl, jo sušimo z Na2SO4, filtriramo in topilo 
odparimo pod znižanim tlakom. Izoliramo 0,9 g (1,98 mmol) bele trdne snovi (kristali) 2-(4-
((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-
karboksilne kisline. 
Izkoristek: 92,8 %; Rf: 0,04 (EtOAc/Hex = 2/1); Elementna sestava: C27H26N4O3;  MCD: 
454,52 g/mol; Ttal: 104-109ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C27H26O3N4 (M+H)
+
 m/z = 
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455,21, izmerjena vrednost 455,21; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, 
pirazol-CH3, označen z A), 2,26 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,48 (s, 1H, pirol-CH2-
CHaHb, označen z 1b), 3,81 (d, J = 11,9 Hz, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,12 (dd, J1 
= 14,3, J2 = 7,1 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,60 – 4,70 (m, 1H, pirol-CHaHb, 
označen z 1a), 5,29 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,88 (s, 1H, CH znotraj pirazola, 
označen z B), 6,08 (d, J = 3,8 Hz, 1H, CH del pirola označen z G), 7,05 – 7,13 (m, 2H, Ar-H), 
7,14 (d, J = 3,8 Hz, 1H, del pirola označen s F), 7,25 – 7,45 (m, 7H, Ar-H) 
4.14 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-metil-1-fenil-
1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
V zatesnjen reaktor natehtamo spojino 4 (102 mg, 0,218 mmol, 1 equiv) in dodamo raztopino 
NH2Me (0,271 mL, 2,18 mmol, 10 equiv) v etanolu. Mešamo 3 dni pri 50 °C, ohladimo na 
sobno temperaturo in potek reakcije preverimo s TLC. Ker reakcija še ni potekla do konca, 
ponovno dodamo raztopino NH2Me (0,271 mL, 2,18 mmol, 10 equiv) v etanolu in mešamo še 
4 dni pri 60 °C. Odparimo topilo in suh zaostanek raztopimo v etil acetatu, spiramo z 0,5 M 
raztopino HCl (5 × 30 mL), da odstranimo prebitek metil amina in z nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 30 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo pod znižanim 
tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: DKM/MeOH 
= 100/1 DKM/MeOH = 40/1). Izoliramo 15 mg  rumene trdne snovi (kristali) 2-(4-((3,5-
dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-metil-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-
6-karboksamida. 
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Izkoristek: 14,7 %; Rf: 0,16 (DKM:M = 20/1); Elementna sestava: C28H29N5O2; MCD: 
467,56 g/mol; Ttal: 78-83ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C28H29O2N5 (M+H)
+
 m/z = 468,24, 
izmerjena vrednost 468,24; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,14 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,24 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 2,88 (d, J = 4,9 Hz, 3H, CH3-NH-
CO-), 3,44 (bs, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 3,73 (bs, 1H, pirol-CH2-CHaHb, 
označen z 1b), 4,13 (bs, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,77 (bs, 1H, pirol-CHaHb, označen 
z 1a), 5,24 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,87 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z 
B), 5,95 (d, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 6,31 (s, 1H, Ar-H), 6,63 (s, 1H, Ar-H), 7,08 
(d, J = 7,8 Hz, 3H, Ar-H), 7,25 – 7,38 (m, 6H, Ar-H+NH-CO) 
4.15 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-(5-metiltiazol-2-
il)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
Spojino 6 (102 mg, 0,224 mmol, 1 equiv) raztopimo v diklorometanu, počasi dodamo oksalil 
klorid (0,038 mL, 0,449 mmol, 2 equiv) in 2 kapljici DMF kot katalizator ter mešamo pol ure. 
Odparimo topilo in suh zaostanek raztopimo v DKM. Dodamo TEA (0,094 mL, 0,673 mmol, 
3 equiv) in 2-amino-5-metiltiazol (25,6 mg, 0,224 mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno 
raztopili v diklorometanu. Mešamo preko noči in naslednji dan dodamo DKM. Spiramo z 
nasičeno raztopino NaHCO3 (7 × 40 mL), destilirano vodo (7 × 40 mL) in 10 % raztopino 
citronske kisline (3 × 40 mL), da se znebimo izhodne kisline in amina. Organsko fazo sušimo 
z Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Surov produkt čistimo s 
kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: DKM/MeOH = 100/1 DKM/MeOH = 40/1). 
Izoliramo  10 mg rumene trdne snovi (kristali) 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
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il)metil)benzoil)-N-(5-metiltiazol-2-il)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-
karboksamida. 
Izkoristek: 8,1%; Rf: 0,11 (DKM:M = 20/1); Elementna sestava: C31H30N6O2S; MCD: 
550,67 g/mol; Ttal: 85-88º; MS (ESI
+
): izračunano za C31H39O2N6S (M+H)
+
 m/z = 551,22, 
izmerjena vrednost 551,22; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 2,39 (s, 3H, CH3-tiazol), 3,49 (bs, 
1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 3,80 (bs, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,26 (bs, 
1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,82 (dd, 1H, J1 = 13,8, J2 = 2,7 Hz, pirol-CHaHb, označen z 
1a), 5,25 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,88 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z 
B), 6,13 (s, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 7,01 (d, J = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,09 (d, J = 8 
Hz, 2H, Ar-H), 7,19 – 7,42 (m, 9H, Ar-H + NH-CO) 
4.16 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-(1-metil-1H-
pirazol-3-il)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
Spojino 6 (119 mg, 0,262 mmol, 1 equiv) raztopimo v DMF, dodamo TEA (0,110 mL, 0,785 
mmol, 3 equiv) in 3-amino-1-metil-1H-pirazol (25,45 mg, 0,262 mmol, 1 equiv), ki smo ga 
predhodno raztopili v DMF. Mešamo pol ure in dodamo HATU (129,7 mg, 0,341 mmol, 1,3 
equiv). Pustimo mešati čez noč in naslednji dan odparimo DMF pod znižanim tlakom 
(približno 20 minut, da pospešimo reakcijo in se poskušamo znebiti nekaj DMF). Ostanek 
redčimo z etil acetatom in spiramo z zelo malimi količinami deionizirane vode (15 × 20 mL) 
in z 0,1 M raztopino NaOH (15 × 20 mL) ter z 0,1 M raztopino HCl (10 × 20 mL). Organsko 
fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Surov produkt 
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čistimo s kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: EtOAc/Hex = 1/13/1). Izoliramo  8 
mg bele trdne snovi (kristali) 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-(1-metil-1H-
pirazol-3-il)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida. 
Izkoristek: 5,7 %; Rf: 0,17 (EtOAc/Hex = 3/1); Elementna sestava: C31H31N7O2; MCD: 
533,62 g/mol; Ttal: 88-92ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C31H31O2N7 (M+H)
+
 m/z = 534,26, 
izmerjena vrednost: 534,26; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,48 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, 
označen z 1b), 3,82 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b in  3H, CH3-N-pirazol), 4,12 (q, J 
= 7,1 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,79 (d, J = 13,7 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 
1a), 5,24 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,87 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z 
B), 6,06 (s, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 6,69 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,81 (d, J = 
2,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,08 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,23 – 7,42 (m, 8H, Ar-H+NH-CO), 8,29 
(s, 1H, NH-CO ali Ar-H) 
4.17 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-hidroksi-1-fenil-
1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
Spojino 6 (100 mg, 0,224 mmol, 1 equiv) raztopimo v DKM, dodamo EDC (38,32 mg, 0,247 
mmol, 1,1 equiv), HOBT (33,35 mg, 0,247 mmol, 1,1 equiv) in Et3N (0,046 mL, 0,337 mmol, 
1,5 equiv) ter mešamo 10 minut. Dodamo O-tetrahidro-2H-piran-2-il hidroksilamin (26,28 
mg, 0,224 mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno raztopili v DKM. Mešamo pri sobni 
temperaturi do naslednjega dne (15 ur). Dodamo DKM in spiramo z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (7 × 40 mL), destilirano vodo (7 × 40 mL) in 10 % raztopino citronske kisline (3 × 
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40 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. 
Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: EtOAc/Hex = 
1/13/1). Izoliramo 7 mg bele trdne snovi (kristali), prvotno predvidevamo, da je nastal 2-(4-
((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-N-hidroksi-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-
a]pirazin-6-karboksamid (spojina 9e na zgornji sliki) in je že potekla hidroliza na kislem 
silikagelu, zato hidrolize s TFA ne izvedemo. Po analizi NMR spektrov smo ugotovili, da je 
nastal N-((1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)oksi)-2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamid (spojina 9 na 
spodnji sliki). 
 
Izkoristek: 5,3 %; Rf: 0,24 (EtOAc/Hex = 2/1); Elementna sestava: C33H30N8O3; MCD: 
571,63 g/mol; Ttal: 94-99ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C33H30O3N8 (M+H)
+
 m/z = 572,24 
g/mol, izmerjena vrednost: 572,24 g/mol; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,14 (s, 
3H, pirazol-CH3, označen z A), 2,26 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,47 – 3,57 (m, 1H, 
pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 3,76 – 3,91 (m, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,18 – 
4,32 (m, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a, prekrit s pikom topila od EtOAc), 4,59 (ddd, J1 = 
13,9, J2 = 4,2, J3 = 1,6 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 5,23 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, 
označen z D), 5,87 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z B), 6,26 (d, J = 4,3 Hz, 1H, CH 
znotraj pirola, označen z G), 7,09 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,27 – 7,44 (m, 8H, Ar-H), 7,50 – 
7,57 (m, 3H, Ar-H), 8,07 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H)  
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4.18 Sinteza N-ciklopropil-2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-
fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
Spojino 6 (170 mg, 0,374 mmol, 1 equiv) raztopimo v DMF, dodamo TEA (0,156 mL, 1,12 
mmol, 3 equiv) in amin (21,13 mg, 0,374 mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno raztopili v 
DMF. Mešamo pol ure in dodamo HATU (184,9 mg, 0,486 mmol, 1,3 equiv). Pustimo mešati 
čez noč in naslednji dan odparevamo DMF pod znižanim tlakom približno 20 minut. Ostanek 
redčimo z etil acetatom in spiramo z zelo malimi količinami deionizirane vode (15 × 20 mL) 
in 0,1 M raztopino NaOH (15 × 20 mL) ter 10 % raztopino citronske kisline (5 × 20 mL). 
Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Surov 
produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: EtOAc/Hex = 1/13/1). 
Izoliramo  6 mg bele trdne snovi (kristali) N-ciklopropil-2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida. 
Izkoristek: 3,3 %; Rf: 0,07 (EtOAc/Hex = 3/1); Elementna sestava: C30H31N5O2; MCD: 
493,60 g/mol; Ttal: 77-85ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C30H31O2N5 (M+H)
+
 m/z = 494,25, 
izmerjena vrednost 494,25; δ (ppm) = 0,55 – 0,59 (m, 2H, CH-CH2-CH2), 0,77 – 0,82 (m, 
2H, CH-CH2-CH2),  2,15 (s, 3H, pirazol-CH3, označen z A), 2,24 (s, 3H, pirazol-CH3, 
označen s C), 2,77 (ddd, J1 = 10,7, J2 = 7,9, J3 = 4,7 Hz, 1H, CH-CH2-CH2), 3,46 (s, 1H, 
pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 3,74 (bs, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,20 (dq, J1 
= 21,4, J2 = 7,2, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 4,80 (d, J = 10,4 Hz, 1H, pirol-CHaHb, 
označen z 1a), 5,22 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,87 (s, 1H, CH znotraj pirazola, 
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označen z B), 5,94 (d, J = 3,3 Hz, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 6,38 (s, 1H, Ar-H), 
6,62 (s, 1H, Ar-H), 7,08 (d, J = 7,8 Hz, 3H, Ar-H), 7,27 – 7,36 (m, 6H, Ar-H + NH-CO). 
4.19 Sinteza 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-il 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksilata 
 
 
Spojino 6 (170 mg, 0,374 mmol, 1 equiv) raztopimo v DMF, dodamo TEA (0,261 mL, 1,87 
mmol, 5 equiv) in amin 2-amino-1-metil-imidazol v obliki kloridne soli (49,96 mg, 0,374 
mmol, 1 equiv), ki smo ga predhodno raztopili v DMF. Mešamo pol ure in dodamo HATU 
(184,9 mg, 0,486 mmol, 1,3 equiv). Pustimo mešati čez noč in naslednji dan odparevamo 
DMF pod znižanim tlakom približno 20 minut. Ostanek redčimo z etil acetatom in spiramo z 
zelo malimi količinami deionizirane vode (15 × 20 mL) ter z 0,1 M raztopino NaOH (15 × 20 
mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. 
Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (nanos v DKM, MF: EtOAc/Hex = 
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1/13/1). Izoliramo 8 mg bele trdne snovi (kristali) 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-il 2-(4-
((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-
karboksilata (spojina 12). Po snemanju NMR namreč ugotovimo, da to ni želena spojina 31, 
ampak je nastala spojina 12, kar lahko razložimo s slabo nukleofilnostjo aminske skupine na 
imidazolnem obroču.  
Izkoristek: 3,7 %; Rf: 0,27 (EtOAc/Hex = 3/1); Elementna sestava: C32H28N8O3; MCD: 
572,62 g/mol; Ttal: 78-82ºC; MS (ESI
+
): izračunano za C32H28O3N8 (M+H)
+
 m/z = 573,24, 
izmerjena vrednost 573,24; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,51 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, 
označen z 1b), 3,82 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,17 (s, 1H, pirol-CHaHb, 
označen z 1a), 4,71 (dt, J1 = 22,4, J2 = 11,3, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 5,25 (s, 2H, 
pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,88 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z B), 6,13 (d, J = 3,2 
Hz, 1H, CH znotraj pirola, označen z G), 7,09 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 7,28 – 7,3 (m, 8H, 
Ar-H+NH-CO), 7,46 (dd, J1 = 8,4, J2 = 4,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (d, J = 4,3 Hz, 1H, Ar-H), 
8,45 (dd, J1 = 8,4, J2 = 1,4 Hz, 1H, Ar-H), 8,74 (dd, J1 = 4,5, J2 = 1,4 Hz, 1H, Ar-H) 
4.20 Sinteza 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida 
 
Spojino 4 (100 mg, 0,213 mmol, 1 equiv) raztopimo v bučki v približno 75 mL čistega 
metanola, bučko opremimo s septo in prepihamo z amonijakom. Ko se v bučki tvorijo 
mehurčki, amonijak uvajamo še približno 30 sekund. Raztopino prelijemo v zatesnjen reaktor 
in mešamo pri 50 °C približno en teden. Potek reakcije preverjamo s TLC. Po enem tednu 
odparimo topilo in suh zaostanek raztopimo v etil acetatu ter spiramo z 0,5 M raztopino HCl 
(4 × 30 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, 
 
37 
 
filtriramo in topilo odparimo pod znižanim tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko 
kromatografijo (suh nanos, MF: EtOAc/Hex =1/1 EtOAc/Hex =3/1). Izoliramo 4 mg  rjave 
trdne snovi (kristali) 2-(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil)-1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-6-karboksamida (spojine 10). 
Izkoristek: 4,4 %; Rf: 0,43 (EtOAc/Hex = 3/1); Elementna sestava: C27H27N5O2; MCD: 
453,54 g/mol; Ttal: 85-90ºC; MS (ESI
-
): izračunano za C27H27O2N5 (M-H)
-
 m/z = 452,21, 
izmerjena vrednost 452,21; 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (s, 3H, pirazol-
CH3, označen z A), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3, označen s C), 3,47 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, 
označen z 1b), 3,76 (s, 1H, pirol-CH2-CHaHb, označen z 1b), 4,10 – 4,15 (m, 1H, pirol-
CHaHb, označen z 1a), 4,76 (d, J = 14,2 Hz, 1H, pirol-CHaHb, označen z 1a), 5,24 (s, 2H, 
pirazol-CH2-Ar, označen z D), 5,87 (s, 1H, CH znotraj pirazola, označen z B), 6,03 (s, 1H, 
CH znotraj pirola, označen z G), 6,70 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,09 – 7,16 (dd, J1 = 18,6, J2 
= 8,3 Hz, 3H, Ar-H), 7,25 – 7,40 (m, 9H, Ar-H) 
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5 EKSPERIMENTALNO DELO NA HPLC 
5.1 Analiza čistote 
Čistoto naših vzorcev smo preverili z reverznofazno kromatografijo. Analizo spojin 4, 5, 6, 7, 
8 in 9 sem izvedla sama ob pomoči doc. dr. Staneta Pajka in sicer približno 1-2 tedna po 
sintezi posameznih spojin. Spojine 10, 11 in 12 je analiziral doc. dr. Stane Pajk 5 mesecev po 
njihovi sintezi, zato je čistost spojin lahko nekoliko slabša v primerjavi z ostalimi šestimi.  
Raztopine teh spojin smo pripravili v acetonitrilu s koncentracijo 1 mg/mL in jih 10× redčili, 
tako da smo zmešali 0,14 mL vzorca s koncentracijo 1 mg/mL, 0,56 mL acetonitrila in 0,7 mL 
bidestilirane vode. Dobili smo vzorce s koncentracijo 0,1 mg/mL, ki smo jih še filtrirali. 
Za analizo smo uporabili kolono ACQUITY UPLC
®
 HSS C18 SB (1,8 µm, 2,1 × 50 mm) na 
UHPLC Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 (z DAD detektorjem) pri 50 ºC.  
Kot mobilno fazo smo uporabili dve topili. Prvo (MF A) smo pripravili iz 99 delov Mili-Q 
deionizirane vode, 1 dela ACN in 0,1 dela TFA. Druga mobilna faza je vsebovala 99 delov 
ACN, 1 del Mili-Q deionizirane vode in 0,1 deleža TFA (MF B). UV signal smo spremljali 
pri valovni dolžini 254 nm. 
Pri analizi vseh spojin smo injicirali 5 µL vzorca s koncentracijo 0,1 mg/mL pri temperaturi 
kolone 50 °C. Hitrost pretoka je znašala 0,3 mL/min z gradientno elucijo (od 95 % MF do 5 
% MF A v 10 minutah).V spodnji tabeli podajamo dobljene rezultate HPLC čistoče v 
odstotkih, vendar ti rezultati nujno ne pomenijo, da je enak delež spojin prisoten v vzorcih. V 
njih so lahko primešane soli, ki jih HPLC ne zazna ali organske spojine, ki ne absorbirajo 
svetlobe. Določene organske snovi nasprotno zelo dobro absorbirajo svetlobo in so rezultati 
HPLC čistoče lažno previsoki. 
Preglednica I: Prikaz spojin z njihovimi retencijskimi časi in čistočo  
Oznaka spojine Retencijski čas (min) HPLC čistoča (%) 
4 6,597 99,86 
5 5,660 98 
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6 5,583 99 
7 6,353 91 
8 5,963 99 
9 7,263 97 
10 5,133 43 
11 5,960 82 
12 6,987 88 
 
5.1.1 Kromatogram spojine 4 
Po izvedbi HPLC smo dobili en visok vrh pri 6,597 minutah, predvidevamo, da pripada naši 
spojini. Njegova površina znaša 99,86 % celotne površine vseh dobljenih vrhov. Dobimo še 
dodaten vrh pri 10,420 minutah, ki verjetno pripada nečistoti, njegova relativna površina je 
0,14 %. 
5.1.2 Kromatogram spojine 6 
Na kromatogramu vidimo visok vrh pri 5,583 minutah, ki najverjetneje pripada naši spojini. 
Njegova površina je enaka približno 99 % površine dobljenih vrhov. Dobimo še 4 vrhove pri 
5,470, 5,970, 6,303 in 10,573 minutah, ki verjetno pripadajo različnim prisotnim nečistotam 
(ostali 1 % površine).  
5.1.3 Kromatogram spojine 5 
Na kromatogramu najprej opazimo visok vrh pri 5,660 minutah, ki pripada naši končni 
spojini. Njegova površina znaša približno 98 % površine dobljenih vrhov. Dodatno dobimo 
vrhove pri 5,470, 5,970, 6,303 in 10,573 minutah, ki verjetno pripadajo različnim nečistotam 
(2 % površine).  
5.1.4 Kromatogram spojine 7 
Na kromatogramu smo dobili visok vrh pri 6,353 minutah, predpostavljamo, da pripada naši 
končni spojini. Njegova površina je enaka približno 91 % površine dobljenih vrhov. Vidimo 
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še vrhove pri 5,593, 5,693, 6,617, 7,107, 7,943 in 10,433 minutah, ki verjetno pripadajo 
različnim nečistotam (9 % površine dobljenih vrhov).  
5.1.5 Kromatogram spojine 8 
Na kromatogramu vidimo visok vrh pri 5,963 minutah, predpostavljamo, da pripada naši 
spojini Njegova površina znaša približno 99 % površine vseh dobljenih vrhov. Dobimo še 2 
vrhova pri 7,907 in 10,433 minutah, ki verjetno pripadata dvema različnima nečistotama (1 % 
celotne površine).  
5.1.6 Kromatogram spojine 9 
Na kromatogramu smo dobili visok vrh pri 7,263 minutah, predpostavljamo, da pripada naši 
spojini. Njegova površina je enaka približno 97 % površine vseh dobljenih vrhov. Dobimo še 
štiri vrhove pri 5,593, 6,613, 6,997 in 7,907 minutah, ki verjetno pripadajo različnim 
nečistotam.  
5.1.7 Kromatogram spojine 12 
Na kromatogramu smo dobili visok vrh pri 6,987  minutah,  predpostavljamo, da pripada naši 
spojini. Njegova površina je enaka približno 88 % površine vseh dobljenih vrhov. Dobimo še 
tri vrhove pri 5,690, 6,173 in 6,727 minutah, ki verjetno pripadajo različnim nečistotam 
(ostalih 12 % površine).  
5.1.8 Kromatogram spojine 11 
Na kromatogramu vidimo visok vrh pri 5,960 minutah, ki verjetno pripada naši spojini. 
Njegova površina predstavlja približno 82 % površine dobljenih vrhov. Dobimo še tri vrhove 
pri 5,327, 5,763 in 6,273 minutah, ki verjetno pripadajo različnim nečistotam (ostalih 18 % 
površine).  
5.1.9 Kromatogram spojine 10 
Na kromatogramu opazimo visok vrh pri 5,133 minutah, ki verjetno pripada naši spojini. 
Njegova površina je enaka približno 43 % površine dobljenih vrhov, zato za to spojino ne 
moremo trditi, da je približno toliko čista, saj sta verjetno prisotni 2 različni spojini. Dobimo 
namreč še nizek in širok vrh pri 2,190 minutah, njegova površina znaša približno 49 % 
celotne površine. Dodatno vidimo še 10 vrhov, ki verjetno pripadajo različnim nečistotam 
(ostalih 8 % celotne površine).  
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6 REZULTATI IN RAZPRAVA 
6.1 Komentar sinteznega dela 
Pri prvi stopnji smo tvorili terc-butil karbamat z uvedbo zaščitne skupine ((CH3)3OCO)2O oz. 
Boc2O. V prvem poskusu sinteze terc-butil (2-aminoetil)karbamata smo ekstrakcijo izvedli z 
nasičeno raztopino NaHCO3 z izkoristkom 50,9 %. V tretjem in četrtem poskusu smo 
uporabili enako maso izhodnih spojin, vendar smo izkoristek izboljšali z ekstrakcijo z 2 M 
Na2CO3 nad 99 %. Ugotovili smo, da je optimalno, če sintezo začnemo z 12,2 g Boc2O. V 
drugem poskusu smo namreč uporabili 24,4 g Boc2O in izkoristki so bili v naslednjih stopnjah 
slabši, čiščenje spojin zahtevnejše ter dolgotrajnejše in nastalo je več nečistot. Pri tej stopnji je 
zelo pomembno to, da uporabimo presežek dietilamina in da Boc2O dodajamo počasi po 
kapljicah nekje 3 ure na ledeni kopeli, saj s tem zmanjšamo nukleofilnost aminske skupine in 
reagira le ena aminska skupina v molekuli. Če se tega ne držimo, lahko nastane stranski 
produkt (slika 14) in je izkoristek celotne sinteze slabši. V tretjem poskusu sinteze smo dobili 
nekaj stranskega produkta (Rf: 0,62 (DKM:M = 9/1)), predvidevamo, da gre za diBoc 
zaščiten produkt.  
 
Slika 14: Stranski produkt 1. stopnje sinteze 
Sinteza terc-butil (2-benzamidoetil)karbamata ni bila problematična, saj je benzoil klorid zelo 
elektrofilen in je hitro zreagiral z nukleofilno aminsko skupino. Pri reakciji smo uporabili 
ledeno kopel, da bi zmanjšali število stranskih produktov. Bazo smo dodali za nevtralizacijo, 
ker so se po spodnjem mehanizmu sproščajo kloridni ioni, ki so se vezali z vodikovimi 
protoni in nastala je močna kislina HCl. Pri čiščenju spojine nam je v organski fazi zastajal 
benzoil klorid (Rf: 0,88 (DKM:M = 9/1)), ki ga nismo uspeli povsem odstraniti s spiranjem z 
vodnimi fazami. Zato smo ekstrakcijo v drugem poskusu sinteze še dodatno izvedli z etil 
acetatom, vendar neuspešno. Benzoil klorida smo se znebili pri čiščenjih v naslednjih 
stopnjah sinteze. Pri ekstrakciji smo povsem odstranili Et3N (Rf: 0,07 (DKM:M = 9/1)) (to je 
bil naš namen).  
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Slika 15: Mehanizem 2. stopnje sinteze 
Tretja stopnja sinteze ne povzroča težav, saj zgolj selektivno odstranimo zaščitno skupino v 
kislem (2 M HCl). Četrta stopnja sinteze N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)benzamida je bila kritična, 
zato smo morali precej izboljšati izkoristke. Izvedli smo Paal-Knorrovo sintezo pirolov, ki 
smo jo optimizirali. 2,5-dimetoksitetrahidrofuran (DMT) se v kislem pretvori v butan-1,4-dial 
z dvema elektrofilnima karbonilnima skupinama. Amin z njima reagira dvakrat, odcepita se 
dve molekuli vode. 
 
Slika 16: Tvorba pirolnega obroča 
Produkt prejšnje stopnje 22 je bil v obliki soli (slika 17), zato smo namesto enega dodali dva 
ekvivalenta natrijevega acetata, raztopljenega v vodi. Za sintezo pirolnega obroča smo 
uporabili 8,5-10 ekvivalentov ocetne kisline in 1 ekvivalent DMT. V prvih treh neuspelih 
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poskusih sinteze prve končne spojine 4 smo reakcijsko zmes mešali 1,5 ure (avtorja sta 
priporočala 2,5 ure) pri 75 °C, nastalo je veliko nečistot, izkoristki so bili zelo nizki in 
čiščenje spojin zahtevno. V četrtem poskusu smo ugotovili, da po 1 uri mešanja, reakcija že 
poteče do konca, ne nastane toliko nečistot, izolacija je veliko lažja in izkoristek te stopnje 
bistveno boljši. Za optimalni izkoristek predlagamo, da segrevamo manj časa in potek 
reakcije sproti preverjamo s TLC. Reakcijo prekinemo takoj, ko na TLC ni več vidna lisa 
izhodne spojine. Nesubstituiran pirolni obroč je reaktiven, zato lahko reagira z izhodnimi 
spojinami in tvorijo se neželeni produkti, ki se jih pri izolaciji težko znebimo. Pod 
oksidativnimi pogoji lahko tudi polimerizira.   
 
Slika 17: Spojina 22 v obliki soli 
Peta stopnja sinteze 1-fenil-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazina je bila prav tako težavna in treba 
je bilo optimizirati predpis. Gre za Bischler–Napieralskijevo ciklizacijo, mehanizem reakcije 
je izrisan spodaj. V prvi stopnji se odstrani karbonilni kisik in nastane elektrofilni kation, ki v 
drugi stopnji reagira s pirolnim obročem na mestu 2, ker je mesto 3 preveč oddaljeno.  
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Slika 18: Odstranitev karbonilnega kisika in nastanek kationa 
Izhajali smo iz članka Iva Jirkovsky in Reinhardta Baudy, postopek čiščenja smo prilagodili 
lastnostim naše spojine. (27) V prvih dveh neuspelih poskusih sinteze prve končne spojine 4 
smo za ekstrakcijo uporabili dietileter, kot sta predlagala avtorja in ugotovili, da se spojina 24 
v njem slabo raztaplja in je ekstrakcija težavna. V dietiletru nečistote, ki nastanejo, niso topne. 
V tretjem poskusu smo kot topilo uporabili diklorometan in ugotovili, da se v njem raztapljajo 
nekatere nečistote ali stranski produkti, zato ni primerno topilo za ekstrakcijo. V četrtem 
poskusu smo se odločili za etil acetat, ki se izkaže kot najprimernejše topilo za ekstrakcijo. V 
prvih treh poskusih sinteze nam je nastalo bistveno več nečistot, ki so verjetno izvirale iz 
prejšnje stopnje (sinteza spojine 23). Ko v četrtem poskusu sinteze reakcijski čas sinteze 
spojine 23 skrajšamo na 1 uro, nastane bistveno manj nečistot, izolacijo izvedemo lažje in v 
krajšem času, izkoristek pa bistveno izboljšamo.  
Pri šesti stopnji sinteze nam je težave povzročalo čiščenje produkta 1-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina. V prvih treh poskusih sinteze so bili izkoristki te stopnje zelo 
slabi. Za redukcijo smo uporabili NaBH4, zato je pri reakciji nastalo veliko nečistot (borove 
soli). Te so pri ekstrakciji v lij ločniku zastajale med organsko in vodno fazo, fazi se nista 
ločevali. V četrtem poskusu sinteze smo si izolacijo olajšali. Ko smo suh zaostanek po 
končani reakciji suspendirali v etil acetatu, smo borove soli predhodno filtrirali pod znižanim 
tlakom in šele nato organsko fazo spirali z vodnimi fazami. Oborino, ki je ostala na filtrirnem 
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papirju, smo dodatno večkrat spirali z etil acetatom, da se je produkt 25 v celoti raztopil in s 
tem izboljšali izkoristek. Borove soli niso topne v etil acetatu in ostanejo na filtrirnem papirju.  
Sedma stopnja sinteze poteče zelo hitro in burno, zato reakcijsko zmes mešamo na ledu pri 
visokih obratih. Anhidrid TFA je zelo elektrofilen in reaktiven (a manj kot kislinski klorid), 
zato praktično takoj zreagira z nukleofilno aminsko skupino. Pri reakciji po spodnjem 
mehanizmu izstopa anion TFA, ki veže proton z aminske skupine. TEA dodamo, da 
nevtralizira izstopajočo TFA. V tej stopnji uvedemo zaščitno skupino na amin, da nam ta ne 
reagira v naslednji stopnji sinteze. 
 
Slika 19: Mehanizem 7. stopnje sinteze 
Osmo stopnjo sinteze izvajamo preko noči. Uporabimo trikloroacetilklorid, ki je zelo 
elektrofilen in zreagira z močno aktiviranim pirolnim obročem, ki je nukleofilen. Pri tem 
mehanizem ni povsem jasen, mesto 3 na pirolnem obroču je namreč bolj nukleofilno, a 
reakcija vseeno poteče na mestu 2. Ob prisotnosti kisika je nesubstituiran pirolni obroč 
podvržen oksidaciji in spojine zaradi nestabilnosti s časom postanejo rjave barve. Namen te 
stopnje je, da uvedemo elektron-privlačno skupino na mestu 2 in s tem zmanjšamo 
reaktivnosti pirolnega obroča ter hkrati dosežemo kemijsko stabilnost spojin.  
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Slika 20: Trikloroacetilklorid 
Pri deveti stopnji uporabimo zelo močno bazo (NaOMe), po spodnjem mehanizmu se tvori 
ester.  
 
Slika 21: Tvorba estra 
Trifluoroacetamid je zaščitna skupina za amine in je neobstojen v alkalnem vodnem mediju in 
ob prisotnosti raznih nukleofilov. Po snemanju NMR smo ugotovili, da se v tej stopnji 
zaščitna skupina odstrani. Spojino 28 čistimo s kolonsko kromatografijo, predlagamo ločbo z 
mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/1.  
Deseto stopnjo sinteze izvedemo v dveh delih. Kot katalizator uporabimo DMF, ki reagira z 
oksalil kloridom po spodnjem mehanizmu in tvori se elektrofilen intermediat. Stranska 
produkta sta ogljikov dioksid in ogljikov monoksid.  
 
Slika 22: Tvorba elektrofilnega intermediata 
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Nato kislino 30 pretvorimo v kislinski klorid. Nukleofilna OH skupina kisline 30 v naslednji 
stopnji napade elektrofilni intermediat in po spodnjem mehanizmu se tvori kislinski klorid. Z 
oksalil kloridom kislino pretvorimo v kislinski klorid, ki v naslednji stopnji hitro reagira  z 
aminom do spojine 28. 
 
Slika 23: Tvorba kislinskega klorida 
Amin v drugem delu sinteze napade kislinski klorid, kot stranski produkt nastaja 
klorovodikova kislina, zato dodamo bazo za nevtralizacijo. Mehanizem reakcije je enak kot v 
2. stopnji sinteze. Izvedemo tudi kolonsko kromatografijo, kjer ločimo 2 precej podobna 
produkta. Predlagamo ločbo z mobilno fazo EtOAc/Hex = 1/1, prava spojina je tista z Rf = 
0,23, prvi pa se izloči stranski produkt z Rf = 0,4.  
Hidrolizo estra 4 do kisline 6 smo najprej izvedli pri sobni temperaturi preko noči v 2 M 
NaOH. Pri izbiri pogojev smo bili previdni, ker kot stranska reakcija lahko poteka tudi  
hidroliza amida. Ker reakcija pri teh pogojih ni potekla do konca in nam je ostalo veliko 
izhodne spojine, smo reakcijsko zmes segrevali še eno uro pri 50 °C. Amidi za hidrolizo 
potrebujejo ostrejše pogoje, pri teh pogojih namreč ni prišlo do hidrolize. Ker gre za bazično 
katalizirano hidrolizo, je bil produkt 6 v obliki soli, zato smo pred ekstrakcijo produkt v 
vodnem mediju nakisali do pH = 5, da je izpadla oborina.  
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Slika 24: Mehanizem bazično katalizirane hidrolize 
Kislino 6 smo nato spajali z aromatskimi amini (slika 25), pri čemer smo predhodno kislino 
pretvorili v reaktiven kislinski klorid s pomočjo oksalil klorida in DMF po zgoraj razloženem 
mehanizmu (10. stopnja sinteze). Želeno spojino smo dobili le s prvim aminom (7a), pri 
ostalih je v skoraj vseh frakcijah po kolonski kromatografiji zastajala izhodna spojina 6, ki se 
ni aktivirala z DMF in oksalil kloridom. Aromatski amini so slabo nukleofilni in zato želene 
spojine niso nastale. Reakcije smo zato ponovno nastavili po alternativni poti s pomočjo 
sklopitvenih reagentov. Za spojino 7 je ustrezna ločba s kolonsko kromatografijo z mobilno 
fazo DKM/MeOH = 100/120/1. 
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Slika 25: Uporabljeni aromatski amini 
Spojine 8, 11 in 12 smo sintetizirali s sklopitvenim reagentom HATU. Pri vseh smo kot 
izhodno kislino uporabili spojino 6, ki smo jo prvotno raztopili v DMF, dodali ustrezni amin 
in bazo. Zadnja je deprotonirala karboksilno kislino. Po pol ure smo dodali HATU in 
karboksilni anion je napadel elektrofilno mesto v HATU (glej spodnji mehanizem). Pri 
reakciji smo dobili več stranskih produktov, med drugim tudi TMU in nukleofilni anion 
HATU (označen s HATU-a). Čiščenje končnih spojin je bilo težavno, saj smo se morali 
znebiti DMF. Tega smo uparevali vsaj 20 minut pod znižanim tlakom, da bi se ga čim več 
znebili. Nadaljnje smo reakcijski zmesi dodali etil acetat in organsko fazo spirali z malimi 
količinami vode (10 - 20 mL) vsaj 15 krat. Fazi sta se zelo počasi ločevali, saj je bilo prisotnih 
veliko nečistot (tudi TMU). Izhodne kisline smo se znebili s spiranjem z 0,1 M NaOH, 
izhodnega amina pa z vodno raztopino kisline (citronska ali 0,1 M HCl). Ugotovili smo, da če 
ekstrakcijo izvedemo kar se da temeljito, pri kolonski kromatografiji dobimo čiste frakcije in 
nam ne zastaja izhodna kislina, ki drugače povzroča težave. Pri vseh predlagamo topilo za 
kolonsko kromatografijo EtOAc/Hex = 1/13/1, pri mešanici DKM/MeOH nismo uspešno 
očistili spojin. Anion HATU-a je v primeru sinteze spojine 12 ostal vezan na karboksilni 
kislini, ker amin 12a ni bil dovolj nukleofilen, da bi napadel elektrofilno mesto na karboksilni 
kislini. Zato niti z večkratnimi poskusi sinteze z oksalil kloridom niti s sklopitvenim 
reagentom nismo dobili želenega produkta, a smo se odločili, da je spojina primerna za 
testiranje, ker nas zanima njeno zaviralno delovanje na encim.  
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Slika 26: Mehanizem reakcije s HATU 
Spojino 10 smo najprej sintetizirali iz kisline 6 v brezvodnem THF pod argonovo atmosfero, 
tako da smo dodali 1,5 equiv CDI in mešali 1 uro. Potem smo dodali še 6,5 equiv 25 % vodne 
raztopine amonijaka in mešali en dan. Po ekstrakciji in kolonski kromatografiji smo ugotovili, 
da nismo dobili prave spojine. Po alternativni poti smo uporabili ester 4, ki smo ga več kot 1 
teden mešali v zatesnjenem reaktorju v metanolu pri 50 °C, predhodno prepihanim z 
amonijakom. Reakcija je potekala zelo počasi, na koncu je bil izkoristek reakcije zelo majhen 
in nastalo je veliko nečistot, a smo dobili pravo končno spojino. Enak princip smo uporabili 
za sintezo spojine 5. Ester 4 smo raztopili v etanolu, v katerega smo dodali presežek 
metilamina (vsaj 10 ekvivalentov). Ta mora biti močno v presežku, ker kot kompetitiven 
nukleofilni napada karbonilno skupino metilnega estra. Reakcija je potekala počasi, pospešili 
smo jo s segrevanjem. Praviloma dlje časa kot izvajamo reakcijo, več produkta dobimo in mi 
smo reakcijo izvajali približno 1 teden.  
Za sintezo spojine 9 smo uporabili kislino 6, 2 sklopitvena reagenta EDC in HOBT (slika  
27), bazo TEA in po 10 minutah mešanja dodali amin O-tetrahidro-2H-piran-2-il (amin na 
sliki 27). EDC in HOBT povečata elektrofilnost kisline po spodnjem mehanizmu, da se lahko 
šibko nukleofilen amin veže na kislino in nastane amid. Produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo, posneli NMR spojine in ugotovili, da se amin O-tetrahidro-2H-piran-2-il ni 
vezal na kislino, ampak smo dobili produkt z vezanim HOBT-a (spojina 9, slika 28).  
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Slika 27: Mehanizem reakcije s HOBT in EDC 
 
Slika 28: Struktura spojine, ki v resnici nastane 
Želenega produkta nismo dobili, ker je aminska skupina O-tetrahidro-2H-piran-2-il šibko 
nukleofilna in je na kislini ostal vezan kompetitivni anion HOBT-a. Odločili smo se, da je tudi 
ta spojina primerna za testiranje. Zavedali smo se, da pri spojinah, na katere smo vezali 
aromatske amine, s temi substituenti poslabšamo fizikalno-kemijske lastnosti, a so se ti 
substituenti pri nekaterih drugih serijah zaviralcev InhA (derivati prolinov) izkazali za 
ugodne. Namreč dušiki v uvedenih heteroaromatskih obročih lahko tvorijo H-vezi z 
aminokislinskimi ostanki  ob vhodu v aktivno mesto. 
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6.2 Komentar HPLC analiz 
Reverznofazna kromatografija se uporablja za ločevanje podobnih spojin. Pri analizi čistoče 
smo uporabili mobilno fazo sestavljeno iz ACN, vode in TFA. Gradientno smo spreminjali 
delež vode in ACN, pri tem pa je bila koncentracija TFA v mobilni fazi konstantna. Gradient 
smo začeli z večjim deležem vode nato pa se je linearno večal delež acetonitrila. TFA je bila 
dodana zato, da se pri spojinah, ki imajo karboksilno skupino, ravnotežje med ionizirano in 
neionizirano obliko premakne v korist slednje. Tako dobimo le en kromatografski vrh za 
kislino. Takšno spojino smo imeli le eno, vendar za ostale nismo spreminjali mobilne faze.  
Analizo smo pravzaprav izvedli na UHPLC. To je naprava, ki lahko ustvari zelo visoke tlake ( 
sodobnejše celo nad 1000 barov), medtem ko naša lahko ustvari tlake do 600 barov. Uporabili 
smo UHPLC kolono z velikostjo delcev 1,8 µm, a ker nismo imeli visokih pretokov in smo 
kolono segrevali, tlaki niso presegli 300 barov. Metodo bi lahko seveda optimizirali, a smo 
namenoma uporabili konservativen pristop, tako da smo z isto metodo lahko analizirali vse 
spojine, ki se med seboj zelo razlikujejo po fizikalno-kemijskih lastnostih.  
Pred analiznim delom smo si zadali cilj, da bomo zadovoljni, če bo površina vrha, za katerega 
predpostavljamo, da pripada naši posamezni končni spojini, zavzemala vsaj 95 % površine 
vseh vrhov, ki jih bomo dobili. To nam je uspelo doseči pri petih izmed devetih sintetiziranih 
spojin. Ker smo spojine detektirali le pri valovni dolžini 254 nm, se zavedamo, da so v vzorcu 
lahko prisotne nečistote, ki jih detektor pri tej valovni dolžini ne zazna (na primer soli). 
Vzorec lahko vsebuje nečistote, ki absorbirajo pri isti valovni dolžini in se eluirajo ob istem 
retencijskem času kot naše spojine (prekrivanje vrhov). Reverznofazna kromatografija se sicer 
uporablja za ločevanje podobnih spojin, vendar je teoretično možno, da se dve podobni 
spojini eluirata ob podobnem času. Našim končnim spojinam so pripadali ozki vrhovi, zato do 
tega pojava verjetno ni prišlo. Poleg tega so bili kromatografski vrhovi čisti glede na spekter 
posnet z DAD. Z obdelovanjem podatkov smo rezultate ročno integrirali in »poravnali« bazno 
linijo, tako so se površine vrhov nekoliko spremenile. Površine vrhov končnih spojin v večini 
primerov predstavljajo vsaj 90 % površine vseh dobljenih vrhov, ne moremo pa zaključiti, da 
je spojina vsaj 90 % čista, če je površina njenega vrha enaka vsaj 90 % površine vseh 
dobljenih vrhov. Rezultati so bili nekoliko slabši pri spojini 10. Za to spojino težko rečemo, 
da je čista, ker smo dobili 2 signala s precej podobnima relativnima površinama 43 % in 49 
%. Njeno čistočo smo zaradi okvare HPLC določili 5 mesecev po sintezi in možno je, da je 
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spojina razpadla na 2 produkta. Po drugi strani pa na NMR spektru spojine 10 vidimo dodatni 
vrh, ki verjetno pripada aromatskim protonom kake nečistote. Nedvoumno vrednost IC50 bi 
dobili le s ponovno sintezo spojine 10, kar bodo glede na obetavne rezultate v prihodnosti tudi 
naredili. Tudi spojini 11 in 12 smo analizirali 5 mesecev po sintezi in smo zato verjetno dobili 
slabše rezultate (relativni površini pod 90 %). Z ostalimi rezultati smo sicer glede na zadani 
cilj zadovoljni. Iz praktičnega vidika seveda čistoča, npr. 80 % proti 95 % čistoči, ni 
pomembna. V primeru, da imamo dober zaviralec, bo le ta zavrl encim tudi, če je spojina 
manj čista. 
6.3 Rezultati biokemijskega in mikrobiološkega testiranja 
Končnim spojinam 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 in 12 smo preverili zaviralno delovanje na InhA 
encim in določili IC50 vrednosti. Testiranje so izvedli sodelavci Katedre za farmacevtsko 
kemijo UL FFA. V tabeli za primerjavo aktivnosti dodajamo tudi IC50 vrednosti za spojino 1, 
ki so jo določili pri podjetju GSK in za spojini 2 in 3, ki so ju določili na UL FFA. Rezultati, 
podani v preglednici, prikazujejo tudi vrednosti MIK oziroma kako močno naše spojine 
zavirajo rast bakterije M. smegmatis. 
Preglednica II: Rezultati testiranja spojin na encimu InhA – IC50 vrednosti in na encimu M. 
smegmatis – MIK vrednosti 
Spojina Struktura IC50 (µM) MIK (µM) 
1 
 
0,02 
 
2 
 
0,83 
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3 
 
1,2  
4 
 
27 
 
16 
 
5 
 
8 125 
6 
 
34 125 
7 
 
39 >250 
 
55 
 
8 
 
37 62 
9 
 
40 250 
10 
 
0,81 250 
11 
 
7 125 
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12 
 
12 125 
 
Rezultate osmih izmed devetih končnih spojin smo dobili v nizkem mikromolarnem območju. 
Njihove IC50 vrednosti so približno 350 do 2000 krat višje kot pri spojini 1 in aktivnosti tudi 
precej šibkejše. Za spojino 10 smo določili IC50 v nanomolarnem območju in sicer približno 
40 krat višjo, kot jo ima spojina 1. Za to spojino predlagamo izvedbo kiralne ločbe, ker je 
sami zaradi pomanjkanja časa nismo naredili. Zaključimo lahko, da se nobena izmed spojin 
po aktivnosti ne more primerjati s spojino 1, najbližje rezultate dobimo za spojino 10, ki ima 
približno 40 krat višje vrednosti IC50. 
Če primerjamo naše rezultate z rezultati spojine 2, se zgolj spojina 10 po aktivnosti lahko 
primerja s spojino vodnico, pri ostalih so IC50  vrednosti približno 10-50 krat šibkejše. Namen 
našega dela je bilo doseči stabilnost spojine 2 z uvedbo elektron privlačnih funkcionalnih 
skupin in to nam je uspelo pri vseh končnih sintetiziranih spojinah. Vendar v osmih od 
devetih primerov (izjema spojina 10) z njihovo uvedbo izgubimo del  aktivnosti v primerjavi 
s spojino vodnico. Opazimo, da se spojine, na katere vežemo kisle funkcionalne skupine ali 
dodaten aromatski obroč, slabše prilegajo aktivnemu mestu encima. Aromatsko področje, ki 
je odgovorno za tvorbo nespecifičnih interakcij z aktivnim mestom encima, je verjetno v teh 
primerih preveliko in v aktivnem mestu zanj ni dovolj prostora. Prav tako ni ugodno, če 
vežemo kisle substituente, ker se ti verjetno slabše prilegajo v aktivno mesto encima. Za 
spojino 10, na katero smo vezali amidno skupino, dobimo najmočnejšo IC50 vrednost in 
uvedena skupina ni kisla. V primeru vezave metilnega ali ciklopropilnega amida pri spojinah 
5 in 11 določimo približno 10 krat višje IC50 vrednosti. Spojini 4 (z dodanim metilnim 
estrom) in 6 (z dodano karboksilno kislino) imata približno 40 krat šibkejšo aktivnost v 
primerjavi s spojino vodnico in 10. Z uvedbo večjih funkcionalnih skupin (aromatskih) pri 7, 
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8 in 9 dobimo približno 50 krat višje IC50 vrednosti v primerjavi s spojino vodnico. Iz 
navedenega sklepamo, da vezane kisle ali aromatske funkcionalne skupine zmanjšajo 
aktivnost spojine vodnice in tak pristop ni uspešen, nasprotno pri uvedbi amidne skupine 
ohranimo aktivnost in dosežemo stabilnost.  
Pri sintezi spojine 3 v okviru magistrske naloge Žive Zajec so strukturo spojine 2 (ista spojina 
vodnica) poenostavili in zmanjšali njeno velikost. Spojina 3 se po aktivnosti lahko primerja s 
spojino vodnico, vendar pa je ta spojina imela slabšo MIK. 
Rezultati, podani v preglednici, prikazujejo kako močno naše spojine zavirajo rast bakterije 
M. smegmatis. Pri spojinah 4, 5, 6, 8, 11 in 12 so vrednosti MIK nižje od 250 µM in so zato 
njihovi rezultati perspektivni. Najmočnejše delovanje ima spojina 4, približno 4 krat šibkejše 
spojina 8 in 8 krat šibkejše spojine 5, 6, 11 in 12. Spojine z najnižjimi vrednostmi IC50 bi 
praviloma morale izkazovati tudi najnižje vrednosti MIK. Za spojino 10 dobimo IC50 v 
nanomolarnem območju in najmočnejše delovanje na encim InhA, medtem ko je vrednost 
MIK pri njej 250 µM. Spojine 4, 5, 6, 8, 11 in 12 imajo MIK vrednosti nižje, a izkazujejo 
precej šibkejše aktivnosti na InhA encimu z IC50 v mikromolarnem območju. Spojina 7 
najšibkejše zavira M. smegmatis, kar se sklada z rezultati testiranj na InhA. 
Moramo se zavedati, da je InhA intracelularni encim in najverjetneje spojina 10 neuspešno 
prečka lipofilno bakterijsko steno ter membrano zaradi polarne karboksamidne skupine. To 
potrjuje tudi to, da ima spojina vodnica 2, ki je bolj lipofilna kot spojina 10, MIK 8 µM, 
čeprav imata obe podoben IC50. Verjetno najboljši pristop bi bil, da bi na mesto 2 uvedli 
majhen lipofilen substituent, npr. klor ali brom, ki ima tudi elektron-privlačne lastnosti, kar je 
pomembno za kemijsko stabilizacijo pirola. 
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7 SKLEP 
Prvi zastavljeni cilj, da spojino vodnico z uvedbo elektron-privlačnih skupin naredimo 
kemijsko stabilno, smo dosegli in sintetizirali 9 zaviralcev encima InhA. Da nam je to uspelo, 
smo morali optimizirati 10 stopenjsko sintezo prve končne spojine 4 in pri vsaki stopnji po 
večkratnih poskusih bistveno izboljšali izkoristke posameznih reakcij. V četrtem poskusu smo 
dobili 2,2 g spojine 4 in uresničili drugi zadani cilj. 
Z uvedbo amidne skupine na spojino 4 smo dobili spojino 10 z IC50 vrednostjo v 
nanomolarnem območju, MIK vrednostjo 250 µM in primerljivo IC50 s spojino vodnico. Za 
ostale spojine smo določili v povprečju 10-50 krat šibkejše IC50 vrednosti in se po aktivnosti 
ne morejo primerjati s spojino vodnico. Zaključimo lahko, da vezava kislih ali aromatskih 
funkcionalnih skupin na osnovni skelet spojine vodnice ni perspektivna, ker v aktivnem mestu 
encima verjetno ni dovolj prostora za večje molekule oziroma se take spojine slabše prilegajo 
aktivnemu mestu. Uvedba karboksilne skupine ali amidne skupine na mesto 2 v vseh primerih 
izboljša kemijsko stabilnost zaviralcev. Rezultati IC50 nakazujejo, da zaviralno aktivnost 
spojin obdržimo, ko je na mestu 2 sterično čim manjša funkcionalna skupina. Encim tolerira 
uvedbo polarne skupine, a pri tem izgubimo bakteriostatično oz. bakteriocidno aktivnost. V 
smislu načrtovanja novih zaviralcev tega tipa predlagamo uvedbo klora ali broma na mesto 2. 
Slednja sta sterično majhna v primerjavi z amidi, ki smo jih sintetizirali, zaradi elektron-
privlačnih lastnosti lahko kemijsko stabilizirata pirol. Poleg tega sta lipofilna, s čimer bi 
takšna substituenta olajšala prečkanje membrane.  
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